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RESUMO

A poluicdo de ambientes aquéaticos, por metais pesados e outros
elementos toxicos, causam mudangas nas propriedades fisicas e quimicas da
solucdo aquosa tornando-a tdéxica para diferentes formas de vida. A
fitorremediacdo é wuma alternativa eficiente e de baixo custo para
descontaminagdo do meio ambiente. Nesse sentido, o presente estudo foi
realizado com a finalidade de avaliar a tolerancia de plantas de Panicum
aquaticum a crescentes concentracdes de cadmio, arsénio e chumbo com base
em seus mecanismos fisiologicos, anatbmicos e na quantidade de DNA. As
plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva Hoagland e Arnon e submetidas a
seis concentracBes de Cd, As e Pb. Ao final do experimento, o crescimento, as
trocas gasosas, a anatomia da folha e da raiz, as atividades de enzimas do
sistema antioxidante, bem como o conteddo de DNA foram avaliados. As
plantas apresentaram um aumento do crescimento na presenca de Pb, reducéo do
crescimento na presenca de As, e nenhuma alteracdo do crescimento quando
cultivadas com Cd. Nao foram observados efeitos dos elementos tdxicos na taxa
assimilatéria liquida e nas caracteristicas de trocas gasosas em qualquer dos
tratamentos. As alteragdes anatdbmicas ocorreram favoravelmente a tolerancia ao
estresse em folhas e raizes de plantas cultivadas em Cd e Pb. Todavia, 0 As
promoveu modificagGes anatdmicas negativas, tanto em folhas como em raizes,
dando indicios da toxicidade desse metaloide. A atividade das enzimas do
sistema antioxidante foi afetada de diversas maneiras: 0 Cd promoveu aumento
na atividade da catalase na folha e redugdo da atividade de peroxidase do
ascorbato na raiz; o As causou 0 aumento na atividade da catalase foliar em suas
concentragbes menores, e reducdo da atividade dessa enzima em suas
concentracdes mais elevadas; o Pb promoveu alteracfes na atividade da catalase
nas folhas, com um aumento inicial has menores concentragdes seguido por um
declinio nas concentragdes maiores. A quantidade de DNA foi afetada apenas
por As. Os resultados apresentados por P. aquaticum demonstraram que a
contaminagdo por Cd e Pb ndo afetou o seu crescimento e desenvolvimento que
associados a auséncia de sintomas de toxicidade caracterizam tolerancia desta
espécie para esses elementos. Por outro lado, P. aquaticum apresentou tolerancia
parcial a contaminagédo por arsénio.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Elementos toxicos. Anatomia ecoldgica.
Trocas gasosas. Sistema antioxidante.



ABSTRACT

Pollution of aquatic environments by heavy metals bring changes in
phisical and chemical properties, turning the aqueous solution toxic to various
life forms. In turn, the phytoremediation is an efficient and low cost alternative
for decontamination of the environment. Thus, this study was to evaluate the
effect of contamination by cadmium, arsenic and lead on physiology, anatomy
and DNA content of the macrophyte Panicum aquaticum. Plants were grown in
Hoagland and Arnon nutritive solution and submited to six concentrations of Cd,
As and Pb. At the end of experiment, plant growth, gas exchange, leaf and root
anatomy, antioxidant system enzyme activities as well as the DNA content were
evaluated. Plants showed higher growth at the presence of Pb, reduced growth in
the presence of As but, no growth changes when cultivated with Cd. No effects
of toxic elements in the net assimilation rate and characteristics of gas exchange
were detected in any of the treatments. The anatomical changes occurred
favorably in leaves and roots of plants grown under Cd and Pb. But, As
promoted negative anatomical modifications on the plants, both in leaves and
roots. The enzyme activity of the antioxidant system was affected in different
ways: Cd increased the CAT activity in the leaf and decreased activity of APX
in root, leaf CAT was the only studied enzyme that was affected by As,
increasing its activity in lower concentratios of As but decreasing in the higher
concentrations; Pb only promoted changes in leaves CAT activities, with an
initial increase followed by a decline in highers concentrations. The DNA
content was only affected by As. Results showed that in P. aquaticum under Cd
and Pb contamination had their growth and development unaffected and
associated with the absence of toxicity symptoms characterized tolerance of this
species to those elements. P. aquaticum showed low tolerance to arsenic
contamination.

Keywords:  Phytoremediation. Toxic elements. Ecological anatomy.
Ecophysiological characteristics. Antioxidant system.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A agua é responsavel por varios processos vitais e por possibilitar a
existéncia da vida no planeta. A poluicdo dos ecossistemas aquéaticos por
produtos toxicos e a eutrofizacdo causada pelo excesso de nutrientes sdo
problemas que despertam o interesse mundial (RAI; TRIPATHI, 2009). Além
disso, elementos como 0s metais pesados, apresentam uma alta propensdo a
biomagnificacdo (RAI, 2009).

De acordo com Rai e Tripathi (2009) a poluigdo dos ambientes aquaticos
por metais pesados traz evidentes alteracbes em suas propriedades fisico-
quimicas que podem tornar a solucdo aquosa toxica para diversas formas de
vida. Entre as atividades responsaveis por estas alteracdes, destacam-se 0 uso
inadequado de fertilizantes e pesticidas, bem como o aumento da mineracéo e
industrializacdo (MELO et al., 2009).

Diversas técnicas ja foram desenvolvidas a fim de remover metais
pesados do ambiente aquatico e podem ser caracterizadas por processos
quimicos, fisicos ou biolégicos. Os agentes quimicos responsaveis pela
precipitacéo e redugdo, além dos agentes fisicos como membranas artificiais, sdo
tecnologias de alto custo, que podem ainda gerar residuos de dificil eliminacéo.
O método bioldgico, que utiliza plantas para a retirada de contaminantes da
agua, a fitorremediacdo, tem se mostrado uma alternativa eficiente e de baixo
custo (SUNE et al., 2007).

Vaérios estudos revelam que as plantas que crescem sobre &reas ricas em
metais pesados apresentam plasticidades fisiolégicas, anatdmicas e morfoldgicas

em resposta ao estresse provocado por esses elementos (ZOCCHE; FREITAS;
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QUADROS, 2010). A avaliacdo dessas plasticidades pode permitir a selecdo de
espécies capazes de tolerar condi¢Bes de contaminagdo com esses poluentes.

E comum o uso de macréfitas como um componente de tratamento
biolégico de &guas residuais contaminadas com metais pesados. Ha, no entanto,
uma escassez de dados comparativos sobre a eficiéncia de diferentes plantas
aquaticas para remocao de metais pesados em condi¢Oes naturais, especialmente
em regides tropicais. Muitas plantas podem acumular metais pesados em seus
tecidos. No entanto, ainda ha necessidade de muitos estudos sobre o potencial de
fitorremediacdo de macrdfitas aquéticas (RAI, 2009).

As macrofitas do género Panicum L. possuem uma ampla distribuicéo
geogréfica, sendo encontradas em varios locais da América do Sul e Central e
em todas as regioes do Brasil. Ocorrem em brejos, margens de cursos d’agua,
campos, baixadas, restingas, e locais Umidos em margens de estradas. Podem
apresentar comportamento bastante agressivo atuando, em alguns casos, como
invasoras de culturas e jardins (GUGLIERI; LONGHI-WAGNER; ZULOAGA,
2007).

Considerando a fitorremediacdo como uma das formas mais viaveis,
tanto ecoldgica quanto econ6mica, para a remoc¢do de metais pesados e
recuperacao de ambientes aquaticos degradados, torna-se fundamental a busca
por espécies que apresentem tal capacidade. Nesse sentido, o presente estudo foi
realizado com a finalidade de avaliar a tolerdncia de plantas de Panicum
aquaticum a crescentes concentragfes de cadmio, arsénio e chumbo em fungéo

de seus comportamentos anatémicos, fisioldgicos e citométricos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Elementos toxicos nos ecossistemas aquaticos

Entre os diversos poluentes dos ecossistemas aquaticos, 0s metais
pesados sdo 0s mais preocupantes, devido a sua persisténcia e natureza
bioacumulativa (CHANG; YOON; KIM, 2009).

Do pontode vista quimico, o termo metal pesado é estritamente
atribuido ametais de transicdo com massa atdmicaacima de 20 ue
densidade acima de 5 g cm®. Em biologia, "pesado” refere-se auma série
de metais e metaloides que podem ser toxicos para plantas e animais, mesmo
em concentracdes muito baixas (RASCIO; NAVARI-I1ZZO, 2011). Os metais
pesados também sdo conhecidos como elementos-tragos (ETS), por serem
naturalmente encontrados no ambiente em concentracdes de poucas partes por
milhdo (MATIAZZO-PREZOTTO, 1994).

A presenca de niveis baixos de metais pesados nos ecossistemas
aquaticos decorre naturalmente da lenta lixiviacdo do solo e de rochas (CHANG;
WEN; WANG, 2000). Todavia, o desenvolvimento da industria e da agricultura
promoveu um rapido aumento da poluicdo ambiental, gerando altos niveis de
Hg, Cr, Pb, Cd, Cu, Zn, Ni, entre outros nos sistemas aquaticos (LIANG et al.,
2004; ZHOU et al., 2008).

Uma vez disponiveis no ambiente, 0s metais sdo absorvidos pelas
plantas, incorporados aos demais organismos do ambiente aquatico,
principalmente pela alimentagdo, acumulando-se ao longo da cadeia tréfica. Os
danos causados pela bicacumulagdo dos metais pesados sdo muitos, entre eles a
morte de organismos planctébnicos e a diminuicdo de populacdes de

consumidores primarios e secundarios, como peixes e aves (ZHOU et al., 2008).
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Além disso, as plantas, quando expostas & contaminacdo por metais pesados,
podem apresentar danos morfologicos e fisiologicos (KARENLAMPI et al.,
2000), que prejudicam o seu crescimento e desenvolvimento. Por outro lado,
algumas plantas possuem a capacidade de tolerar e até mesmo acumular metais
pesados em seus tecidos, podendo ser utilizadas na remediacdo dos ecossistemas
aquaticos (ZHOU et al., 2008).

2.1.1 Toxicidade do cadmio (Cd)

O metal cAdmio pertence a coluna 2B da tabela periddica, apresentando
nimero atémico igual a 48 e peso atdmico padrdo de 112,411 (WIESER;
COPLEN, 2011). E disperso no ambiente de modo natural e pelas atividades
humanas, como agricultura, mineracdo, refinarias de petrdleo, incineradoras e
queima de combustiveis fosseis (WAGNER, 1993).

E um elemento ndo essencial que pode afetar negativamente o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, com sintomas como clorose foliar,
necrose das folhas e raizes (HERNANDEZ; COOKE, 1997). Por ser um metal
altamente toxico e relativamente mével, o cddmio inibe o crescimento da raiz e a
producdo da parte aérea, afeta a absorcao de nutrientes e a homeostase (JOHN et
al., 2009).

O principio basico da toxicidade do cadmio em sistemas bioldgicos esta
na sua forte afinidade por ligac6es dissulfeto (SH), atingindo metaloenzimas de
zinco, proteinas de membranas e a fosforilagdo oxidativa (WAGNER, 1993).
Como consequéncia ha prejuizo na respiracdo celular, inibicdo da atividade
enzimatica, desnaturacdo de proteinas ou inibigdo dos processos de transporte
celular (HERNANDEZ; COOKE, 1997; SANDALIO et al., 2001). Em plantas,

0 cadmio é particularmente danoso para a fotossintese, inibindo a atividade da
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rubisco no Ciclo de Calvin, afetando os fotossistemas | e Il e reduzindo os niveis
de clorofilas e carotenoides (SIEDLECKA et al., 1997).

2.1.2 Toxicidade do arsénio (As)

O arsénio, com propriedades de elementos metalicos e ndo metalicos
pertence a coluna 5A da tabela periddica, possui nimero atdmico 33 e peso
atdmico padrdo igual a 74,921 (WIESER; COPLEN, 2011). E um metaloide
presente em solos, rochas e ambiente aquético, sendo mobilizado através de uma
combinagdo de fatores naturais, tais como reagfes de intemperismo, atividade
bioldgica e emissdes vulcanicas (SRIVASTAVAet al., 2011).

Embora a ocorrénciade arséniono ambiente seja principalmente
em minerais, as atividades humanas, tais como minera¢do, queima de
combustiveis fosseis e 0 uso de produtos quimicos contendo arsénio na
agricultura também causam deposicdo desse elemento no ambiente (BISSEN;
FRIMMEL, 2003).

O arsénio raramente é encontrado em sua forma nativa, devido a sua
afinidade com outros elementos (RAHMAN; HASEGAWA, 2011). No
ambiente, o arsénio inorganico é encontrado em quatro estados de oxidacao —
arsenato (As V), arsenito (As IlI), arsénio (As 0) e arsino (As -11l) (SHARMA,;
SOHN, 2009). Os estados de oxidagdo predominantes, arsenato e arsenito, séo
toxicos e sua presenca relativa em ambientes aquaticos é determinada pelo pH e
condigdes redox prevalentes (SRIVASTAVA et al., 2011). Ainda em ambientes
aquaticos, as formas inorganicas dominantes podem ser incorporadas em
microorganismos e convertidas em compostos metilarsénicos e outras formas
orgéanicas de arsénio (MAHER, 1984).
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Devido a sua solubilidade, mobilidade e disponibilidade, a alta
fitotoxicidade do arsénio vem sendo relatada em muitos estudos. O arsénio
interfere em processos metabdlicos e inibe o crescimento e desenvolvimento das
plantas (MARIN et al., 1993). Essa toxidez em plantas pode estar relacionada a
interrupcdo do fluxo energético entre as células, por este metaloide competir
com o elemento fosforo (P), devido as suas semelhan¢as quimicas (KABATA-
PENDIAS; MUKHERJEE, 2007).

2.1.3 Toxicidade do chumbo (Phb)

O metal chumbo pertence a coluna 4A na tabela periddica, exibindo
nimero atdbmico 82 e peso atdbmico padrdo de 207,2 (WIESER; COPLEN,
2011). Além de ndo ser um nutriente essencial as plantas, o chumbo é um dos
metais pesados mais abundantes e perigosos que poluem o ambiente, tendo sua
origem a partir de fontes como mineracéo, fundicdo, queima de carvéo, efluentes
de industria de baterias, pesticidas, fertilizantes e aditivos de pigmentos na
gasolina (EICK et al., 1999). Desse modo, esse metal pode ser lixiviado na
superficie e contaminar o solo e ecossistemas aquaticos (SHARMA,; DUBEY,
2005), onde é altamente bioacumulado (Bl et al., 2010).

O chumbo tem diversos efeitos em plantas e animais. Em plantas esse
metal retarda a germinagdo das sementes, crescimento e processos
fotossintéticos, causa inibi¢cdo da atividade de enzimas, desbalanco hidrico e
hormonal, alteracdo na permeabilidade da membrana e distdrbios na nutrigdo
mineral (SHARMA; DUBEY, 2005). Adicionalmente, o chumbo causa
deficiéncia em zinco, que é cofator de vérias enzimas (SINGH et al., 2010),
além de se complexar com particulas coloidais e componentes da 4gua, podendo

alterar a absorcéo e translocacgéo de nutrientes minerais (SINHA et al., 2006).
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2.2 A fitorremediacéo

Ambientes contaminados por metais pesados podem ser recuperados por
meio de técnicas fisicas, quimicas ou biolégicas (PADMAVATHIAMMA; LI,
2007). As muitas tecnologias convencionais, como precipitacdo quimica,
ultrafiltracdo, oxidacdo e redugdo quimica, tratamento eletroquimico, osmose
reversa, coagulacdo e mudangas idnicas, entre outras, usadas para remover 0s
metais pesados poluentes (VOLESKY, 2001) tém beneficios e limitacfes. Nos
Gltimos anos, muitos estudos tém sido conduzidos a fim de melhorar a qualidade
da agua e, nesse sentido, a fitorremediacdo mostrou-se uma alternativa
interessante (RAI, 2009).

O termo “fitorremediacdo” tem origem do grego phyto (planta) e do
latim remedium (restabelecimento do balanco ou remediacdo). Consiste em
atenuar a concentracdo de poluentes no solo, agua ou ar com plantas de
ocorréncia natural, introduzidas e/ou geneticamente modificadas, que tem a
capacidade de acumular poluentes como metais, pesticidas, solventes, petréleo e
seus derivados (PRASAD; FREITAS, 2003). O principal objetivo por tras do
desenvolvimento dessa tecnologia é a minima agressdo ao meio ambiente além
do baixo custo efetivo em comparagdo as demais tecnologias (SOOD et al.,
2011).

As plantas apresentam uma variedade de mecanismos em resposta aos
metais pesados (SAIER JUNIOR; TREVORS, 2010), que estdo relacionados aos
diferentes processos de fitorremediacéo: 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 (liberacéo

de compostos que podem imobilizar os poluentes); fitovolatizagdo (volatizacdo
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dos poluentes para a atmosfera por intermédio das plantas) e rizofiltracdo
(absorcao dos poluentes pelas raizes de plantas em ambiente aquatico) (PILON-
SMITS, 2005).

A eficiéncia da planta em descontaminar o ambiente estd ligada a
capacidade de absorcdo, acumulacdo, metabolizacdo e tolerancia ao poluente,
alta taxa de crescimento e producdo de biomassa, uma fécil colheita, resisténcia
a pragas e doencas, facil aquisicdo ou multiplicagdo de propéagulos e capacidade
de desenvolver-se em ambientes diversificados (OLIVEIRA et al., 2006). No
entanto, é valido ressaltar que dificilmente uma espécie terd todas essas
caracteristicas agrupadas, contudo, devera ser selecionada aquela que reunir o

maior numero de pré-requisitos possiveis (WOLFF et al., 2009).

2.4 As macrdfitas

Macrdéfitas sdo plantas aquaticas de diversos grupos e familias que
crescem em/ou proximas a corpos d’agua ou ambientes loticos ou lénticos,
sendo classificadas como emersas, submersas ou flutuantes (RAI, 2009). Essas
plantas sdo mais adequadas para os tratamentos de aguas residuarias do que
plantas terrestres, por apresentarem crescimento mais rapido e maior producdo
de biomassa, alta capacidade de absor¢do de poluentes e melhor efeito de
purificacdo pelo contato direto com a 4gua contaminada (SOOD et al., 2011).
Possuem importante papel estrutural e caracteristicas funcionais no ecossistema
aquatico, por alterar o regime de movimentos na agua, promover abrigo para
peixes e invertebrados aquaticos, servir como fonte de alimento e alterar a
qualidade da agua por regular o balanco de oxigénio, ciclo de nutrientes e
acumulacdo de metais pesados (SRIVASTAVA; GUPTA; CHANDRA, 2008;
DHOTE; DIXIT, 2009).
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As macrofitas tém grande capacidade de acumular metais pesados em
seus tecidos. Sabe-se, no entanto, que a remo¢do dos metais por macréfitas
podem seguir diferentes padrdes: os metais sdo impedidos de alcancar os tecidos
internos da raiz pelas barreiras apoplasticas, podendo ficar retido na parede das
células da epiderme ou exoderme; os metais sdo acumulados nos tecidos
radiculares, com limitada translocacdo para parte aérea; 0S metais sdo
hiperacumulados nos tecidos de toda a planta (MISHRA; TRIPATHI, 2008).

Portanto, as macrofitas apresentam comportamentos especificos quanto
a sua capacidade e mecanismo de absor¢do de poluentes. Isso sugere a
necessidade de estudos que visem a identificacdo de qual 6rgdo acumula maior
quantidade de poluentes e seus mecanismos de tolerancia a estas substancias
(OLIVEIRA, 2010). A andlise dos tecidos destas espécies podem ainda fornecer,
ao longo do tempo, informacdes sobre a qualidade da agua (BALDANTONI et
al., 2005).

2.4.1 Panicum aquaticum Poir

A tribo Paniceae é uma das maiores da subfamilia Panicoideae
(Poaceae) na qual mais de 2000 familias sdo incluidas em aproximadamente 208
géneros. Sdo principalmente distribuidas em regides tropicais e subtropicais,
com apenas poucos representantes em areas temperadas e frias (MORRONE et
al., 2011).

Essa tribo inclui uma enorme diversidade morfoldgica, citoldgica e
fisioldgica, representada por diferentes padrdes de espiguetas, tipos de
inflorescéncias, varios numeros basicos de cromossomos, anatomia foliar

variavel e diferentes mecanismos fotossintéticos (ALISCIONI et al., 2003).



21

Panicum é considerado um grupo de espécies, taxonomicamente
complexo. E um dos maiores géneros de Poaceae, com cerca de 450 espécies
(ALISCIONI et al., 2003). Esse género inclui, entre suas espécies, todos 0s
mecanismos fotossintéticos conhecidos em Poaceae, incluindo o sistema
fotossintético C; e C,4 e alguns mecanismos intermediarios Cs/C,. As espécies C,
incluem ainda, representantes dos subtipos fotossintéticos NAD-enzima maélica
(NAD-ME), NADP-enzima malica (NADP-ME) e fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEP-CK) (ALISCIONI et al., 2003; BROWN, 1977).

O numero béasico de cromossomos também é variavel, com multiplos de
8, 9, 10, 11 e 15 sendo reportados para Panicum (ALISCIONI et al., 2003;
HAMOUD et al., 1994).

O género Panicum distingue-se dos demais géneros da tribo Paniceae
principalmente por apresentar espiguetas com ambas as glumas desenvolvidas.
As laminas foliares variam de lineares a linear-lanceoladas, ndo apresentam
pseudopeciolo, sdo planas ou involutas, glabras ou com indumento variado
(GUGLIERI; LONGHI-WAGNER; ZULOAGA, 2008).

A epiderme, em seccdo transversal, é unisseriada e apresenta células
hexagonais a retangulares, raramente obovais ou elipticas. Grupos de duas a sete
células buliformes estdo localizados na face adaxial da epiderme, distribuidos
entre os feixes vasculares de primeira e segunda ordem, e algumas vezes
também na regido da nervura central. Papilas podem ocorrer na face adaxial da
epiderme ou, mais raramente, em ambas as faces. O clorénquima é compacto e
radiado em torno dos feixes vasculares. Entre os feixes vasculares geralmente
estdo presentes duas a cinco células clorenquimaticas. Também podem ocorrer
colunas com uma a trés fileiras de células parenquiméticas aclorofiladas
associadas as células buliformes entre os feixes vasculares. Corddes de fibras

esclerenquimaticas, opostos aos feixes vasculares de diferentes ordens, sdo
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observados junto a face adaxial da epiderme, mais raramente a abaxial
(GUGLIERI; LONGHI-WAGNER; ZULOAGA, 2008).

Os feixes vasculares sdo de contorno oval ou circular. Apresentam duas
bainhas, a interna esclerenquimatica e a externa parenguimatica, esta constituida
de células com cloroplastos especializados de posicdo centripeta ou centrifuga.
Algumas espécies apresentam parénquima fundamental com diferentes graus de
desenvolvimento na regido da nervura central. A presenca de quilha definida
estd associada a ocorréncia deste tecido, o qual promove o deslocamento do
feixe vascular central em direcdo a face abaxial, conferindo uma forma
triangular a essa regido (GUGLIERI; LONGHI-WAGNER; ZULOAGA, 2008).

Panicum aquaticum, também conhecida como canarana ou capim de
tartaruga, esta distribuida nas cinco regiGes geograficas do Brasil, e ocorre em
brejos, margens de cursos d’agua, campos, baixadas, restingas e locais imidos
em margens de estradas. Apresenta comportamento bastante agressivo, podendo
atuar como invasora de culturas e jardins (GUGLIERI; LONGHI-WAGNER,;
ZULOAGA, 2007).

Estudos apontam algumas espécies do género Panicum com capacidade
de degradar herbicidas no solo como Panicum virgatum (MURPHY; COATS,
2011) e Panicum maximum (ASSIS et al., 2010; CARMO et al., 2008). Da
mesma forma, Panicum aquaticum pode apresentar um potencial para
descontaminagdo do ambiente por elementos toxicos. Além disso, segundo
Carneiro, Siqueira e Moreira (2001), poaceas tem demonstrado potencial para
uso na recuperacdo de areas degradadas por metais pesados pela relativa
facilidade em se desenvolver e, portanto promover rapida e densa cobertura do
ambiente, fornecendo uma estrutura fisica, atenuando a erosdo e adicionando

matéria organica.
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2.5 Efeito dos metais pesados no crescimento vegetal

O crescimento da planta é wusado frequentemente como uma
caracteristica de facil mensuracdo para monitorar os efeitos de varios estresses.
Modifica¢Bes no crescimento sdo as primeiras e mais ébvias reacdes das plantas
as condicBes de estresse (PRASAD, 2004).

Apesar de diferentes metais variarem expressivamente em seus efeitos
bioquimicos, usualmente causam algum tipo de dano oxidativo, resultando em
efeitos fenotipicos que sdo similares para os diferentes elementos (SHAW;
SAHU; MISHRA, 2004), como a reducdo na producéo e alocacéo de biomassa.

Postula-se que plantas ajustam sua alocagéo e distribuicdo de biomassa
relativa em seus 6rgdos quando sujeitas a condi¢Bes de estresse, referido como
plasticidade de alocacdo (AUDET; CHAREST, 2008). Além disso, efeitos de
estresse como aqueles provocados por metais pesados podem afetar o
crescimento por causar alteracbes em processos basicos como fotossintese e
respiragdo (DHIR et al., 2011).

A taxa de crescimento relativo (TCR) é uma medida de eficiéncia do
crescimento das plantas, sendo avaliada como a taxa de producdo de massa seca
por unidade de massa seca existente por tempo (USECHE; SHIPLEY, 2010).
Além disso, a TCR ocorre em fungdo de um componente morfoldgico, a razéo
de area foliar (RAF), caracterizada como area foliar por unidade de massa seca
total, e de um componente fisioldgico, a taxa assimilatdria liquida (TAL),
considerada o incremento de massa seca total em fungdo da area foliar
(WRIGHT; WESTOBY, 2000).

A RAF varia em funcdo da area foliar especifica (AFE), que é a area
foliar por unidade de massa seca foliar, e da razdo de massa foliar (RMF), que é

a proporcdo de massa seca total alocada as folhas. Esses parametros s&o
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relativamente sensiveis as condi¢cGes ambientais, embora os incrementos na RAF
sejam mais consequéncia do incremento da AFE do que da RMF, ja que os
valores da AFE sdo mais sensiveis as alteracfes da irradiancia (LAMBERS;
POORTER, 1992).

A AFE é uma medida estratégica da alocacdo da biomassa que reflete a
area disponivel para a captura de luz por unidade de fotoassimilados investidos
nas folhas. Para alguns autores, a AFE seria a caracteristica que melhor
explicaria as diferencas na TCR entre espécies vegetais (PINZON-TORRES;
SCHIAVINATO, 2008).

Além disso, a taxa fotossintética refletida indiretamente na TAL é o
resultado da interagdo das variacbes dos fatores ambientais (luz, CO,,
temperatura, disponibilidade de dgua e nutrientes, idade das folhas, etc.), com as
diferencas especificas de cada espécie, segundo seu genétipo (PINZON-
TORRES; SCHIAVINATO, 2008). De acordo com Magalhdes (1985), a TAL
reflete a dimensdo do sistema assimilador que € envolvida na producdo de

matéria seca, ou seja, é uma estimativa da fotossintese liquida.

2.6 Efeito dos metais pesados nas trocas gasosas

A fotossintese é essencial para o crescimento das plantas, (WANG,;
ZHOU; HUANG, 2009), e também um dos processos mais sensiveis as altas
concentragdes de metais pesados (BERTRAND; POIRIER, 2005; SHUKLA et
al., 2003).

Os efeitos fisiologicos de metais pesados podem ser observados na
biossintese de clorofilas, na dindmica das reaces fotoquimicas e na atividade
das enzimas do Ciclo de Calvin (CAGNO et al., 1999; SKORZYNSKA-POLIT,;
DRAZKIEWICZ; KRUPA, 2003).
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A fotossintese liquida é definida como a diferenga entre a fotossintese
bruta (producdo da fotossintese no interior dos cloroplastos) e o que é
consumido pela respiracdo. Desse modo, a fotossintese liquida é o aspecto
fisioldgico de maior importancia relacionado ao crescimento, uma vez que 0
mesmo é avaliado por meio de variagcbes de tamanho de algum aspecto da
planta, geralmente morfolégico, em funcdo da acumulacdo de material resultante
(CARVALHO et al., 2009).

Assim, alteracBes no crescimento de plantas sob contaminagdo por
metais pesados podem ser atribuidas a danos no processo fotossintético, ou seja,
a toxicidade dos metais pesados pode ser detectada na taxa fotossintética liquida
(A), que por sua vez é também determinada pela concentragdo de CO, no
interior da folha (Ci) que é controlada pela conduténcia estomatica (gs). Da
mesma forma a taxa transpiratéria (E) também pode ser afetada pelo estresse
(AHMAD et al., 2011).

2.7 Efeito dos metais pesados na anatomia vegetal

As folhas sdo, geralmente, mais expostas as condi¢cdes aéreas, sendo
mais sensiveis e plasticas as mudancas do ambiente que outros 6rgdos da planta.
As mudangas nas condi¢fes ambientais, como estresse por metais pesados,
tipicamente resultam em respostas morfoldgicas e anatdmicas nesse 6rgdo da
planta (LI et al., 2007; SHI; CAl, 2009).

Por outro lado, as raizes sdo, normalmente, o primeiro érgdo da planta a
entrar em contato com a contaminacao por metais pesados. Portanto, diferengas
na estrutura e organizacdo dos tecidos radiculares, assim como no
desenvolvimento de barreiras apoplésticas, sdo comuns entre espécies tolerantes

ou sensiveis a esses poluentes (VACULIK et al., 2012).
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Logo, a absor¢do e translocacdo de altas concentracbes de metais
pesados causam mudancgas estruturais e ultraestruturais, (SRIDHAR et al.,
2005), que afetam o crescimento e o bem-estar fisioldgico das plantas. Isso ja
foi constatado em varios estudos como os de Pereira et al. (2011) em plantas de
aguapé. Nesse sentido, tornam-se necessarios estudos da anatomia, como meio
de avaliar e elucidar possiveis mecanismos de tolerancia a determinados
poluentes (MUFARREGE; HADAD; MAINE, 2009; WOLFF et al., 2009).

2.8 Efeito dos metais pesados no sistema antioxidante

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como o superoxido (O),
peréxido de hidrogénio (H,O,) e hidroxila (HO"), sdo formas parcialmente
reduzidas de oxigénio atmosférico que em condi¢cdes normais tem baixa
producdo na célula, sendo rigorosamente controlada (DAT et al., 2000; RADY,
2011). Uma consequéncia comum de muitos estresses abioticos € o aumento na
producdo de EROs, ou seja, o equilibrio entre a producdo e remoc¢do de EROs
pode ser perturbada por fatores como a presenca de metais pesados (GILL;
TUTEJA, 2010).

Em altas concentracdes nas células, EROs reagem com lipideos,
proteinas, pigmentos e &cidos nucleicos, causando peroxidacdo lipidica, danos
em membranas e inativagdo de enzimas, afetando a viabilidade celular. O efeito
deletério causado pelo estresse oxidativo pode ser aliviado pelo sistema
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico da planta (KHAN; AHMAD; IQBAL,
2009). Dentre os antioxidantes enzimaticos estdo a dismutase do superdxido
(SOD), catalase (CAT) a glutationa redutase (GSH) e a peroxidase do ascorbato

(APX). Como antioxidantes de baixo peso molecular ndo enzimético, pode-se
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citar o &cido ascorbico, carotenoides e tocoferdis (UPADHYAY; PANDA,
2009).

2.8.1 A Dismutase do Superéxido - SOD (EC 1.15.1.1)

A metaloenzima SOD ¢ a enzima intracelular mais efetiva do sistema
antioxidante, presente em todos 0s organismos aerdbicos (GILL; TUTEJA,
2010), em compartimentos celulares distintos: Fe-SOD (localizada no
cloroplasto), Mn-SOD (localizada na mitocéndria e peroxissomo) e Cu-Zn-SOD
(localizada no peroxissomo, cloroplasto, citosol e possivelmente no espaco
extracelular) (ALSCHER; ERTURK; HEALTH, 2002).

Essas enzimas removem o O, por catalisar sua dismutacdo em H,0O,
(GILL; TUTEJA, 2010), que serd convertido em H,O e O, pela catalase e
peroxidases. Isso demonstra a importancia da combinacdo das atividades da
SOD e da CAT para manutengéo dos processos celulares (CHEN et al., 2003).

2.8.2 A Catalase - CAT (EC 1.11.1.6)

A heme enzima tetramérica CAT esta presente, principalmente, nos
peroxissomos, e pode ser encontrada em menor quantidade na mitocéndria, no
cloroplasto e no reticulo endoplasmatico. E responsavel pela dismutagdo de
H,O, em H,O e O, durante a fotorrespiragdo, p-oxidacdo dos acidos graxos e
durante o estresse oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010).

A reacgdo de dismutacdo pode envolver dois processos distintos. Em um
dos processos o0 H,O, pode reagir com grupos heme da enzima, formando
peréxido de ferro, que por sua vez, pode reagir novamente com outra molécula

de H,O, formando H,O e O,, caso o peroxido de hidrogénio esteja em altas
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concentragcdes. Por meio de outro processo, o peroxido de ferro pode ser
reduzido por antioxidantes ndo enzimaticos, como por exemplo, o 4&cido
ascorbico (CHEN et al., 2003).

2.8.3 A Peroxidase do ascorbato — APX (EC 1.11.1.11)

A familia da APX tem pelo menos cinco diferentes isoformas, incluindo
citosélica, mitocondrial, peroxissomal, glioxossomal e cloroplastidica (GILL;
TUTEJA, 2010).

A APX é uma enzima chave no ciclo da glutationa - ascorbato que reduz
0 H,0, até H,O usando ascorbato como doador de elétrons com geracdo de
deidroascorbato. Este é reciclado a ascorbato usando a glutationa reduzida
(GSH) como doadora de elétrons. A glutationa oxidada (GSSG) formada é
convertida a glutationa reduzida pela enzima glutationa redutase (GR) (GILL;
TUTEJA, 2010; NOCTOR; FOYER, 1998).

A APX tem maior afinidade por H,O, que a CAT e as demais
peroxidases, demonstrando maior importancia no controle de EROs durante o
estresse em plantas (GILL; TUTEJA, 2010).

2.9 Efeito dos metais pesados na quantidade de DNA

Embora 0 genoma das plantas seja estavel, seu DNA pode sofrer danos
por exposicdo a estresses bioticos e abidticos, exercendo, desse modo, estresse
genotoxico (GILL; TUTEJA, 2010).

O aumento na concentracdo de EROs decorrente da presenga de
elementos toxicos pode gerar apoptose e dano ao DNA, além de mudancas na

atividade de enzimas relacionadas a sintese de DNA e ao reparo de erros de
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replicacdo, que podem ou ndo estar associados a um dano oxidativo (FILIPIC;
HEI, 2004). Além disso, EROs tem a capacidade de induzir danos como a
delecdo de bases, ligacbes cruzadas de pirimidina, quebra de ligacdes,
modifica¢des de bases, como alquilacdo e oxidacdo (TUTEJA et al., 2009).

Danos no DNA resultam em varios efeitos fisioldgicos, como reducédo
na sintese de proteinas, destruicdo da membrana celular e danos nas enzimas
fotossintéticas, afetando o crescimento e desenvolvimento da planta (TUTEJA,
TUTEJA, 2001).

Por outro lado, varios mecanismos estdo disponiveis para reparar 0S
danos no DNA nuclear e mitocondrial. Esses mecanismos incluem reverséo
direta do dano, substituicdo de bases e de todo o nucleotideo (TUTEJA et al.,
2009). De acordo com Roldan-Arjona e Ariza (2009) as lesdes oxidativas do
DNA sdo uma ameaga constante na manutencdo do genoma, e sua frequéncia e
importancia tém provocado o desenvolvimento de fungdes de reparo especificas

na célula, algumas das quais tem sido altamente conservadas durante a evolug&o.

2.10 A Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que tem potencial para detectar
minimas diferencas no conteddo de DNA nuclear, bem como danos nos
cromossomos (MONTEIRO et al., 2010). Seu principio basico consiste na
analise de propriedades Opticas, tais como dispersdo da luz e fluorescéncia de
particulas que fluem em uma suspensdo liquida formada por um tampédo de
extragcdo (usualmente uma solugdo tampdo hipotdnica com um detergente ndo
ibnico) (GALBRAITH et al., 1983). Essas particulas podem ser ndcleos,

organelas, células ou cromossomos.
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Tais particulas em suspenséo, coradas com fluorocromos especificos que
se ligam ao DNA (DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo), movem-se por
um capilar dentro do citémetro de fluxo intersectando um feixe de laser, o que
causa a emissdo de fluorescéncia e/ou dispersdo da luz com intensidade de
acordo com as caracteristicas das particulas (CORTE-REAL et al., 2002;
DOLEZEL, 1997). Assim, pode-se analisar, simultaneamente, as distribuicdes
dos valores da frequéncia e/ou densidade de cada parametro. Os sinais emitidos
pelas particulas sdo convertidos em valores digitais e exibidos na forma de
histogramas. A quantificacdo do contetdo de DNA é feita com base na
intensidade da fluorescéncia emitida pelos nulcleos, células em suspensdo e
outras particulas, corados com um fluorocromo especifico para DNA. Estes
valores sdo comparados aos valores apresentados por um padréo de referéncia, o
qual ja possui sua quantidade de DNA conhecida (SILVA, 2011).

Finalmente, para estimar a quantidade de DNA da amostra estudada, a
posicdo de seu pico G1 no histograma é comparada a posicao do pico G1 da
planta utilizada como padrdo de referéncia. Entretanto, as medi¢des da
quantidade de DNA ndo sdo exatas, podem apresentar variagdes relacionadas
com a metodologia aplicada para o isolamento dos nucleos, com a coloragdo
com fluorocromos especificos para DNA nuclear e, ainda, com a leitura no
citbmetro de fluxo. Essas variagOes sdo expressas no coeficiente de variagdo
(CV = desvio padrdo/média), cujos valores considerados como de alta qualidade
variam de 1 a 2% e os valores tidos como de rotina sdo de até 3% (MARIE;
BROWN, 1993).
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3 CONCLUSAO

A crescente preocupac¢do com a qualidade da agua diante dos problemas
causados pela contaminacdo por elementos tdxicos torna indispensavel o
desenvolvimento de tecnologias viaveis, limpas e de baixo custo que atuem na
recuperacdo desses ambientes. Nesse contexto, a fitorremediacdo tem ocupado
situacdo de destaque, e muitos estudos tém sido realizados a fim de identificar
espécies com potencial para acumular elementos tdéxicos em seus tecidos.

Entretanto, além da selecdo dessas espécies, torna-se fundamental o
estudo do comportamento fisioldgico, relacionado ao crescimento, as trocas
gasosas € ao sistema antioxidante enzimatico; anatdbmico, destacando
plasticidades dos tecidos foliares e radiculares; e citométrico, avaliando a
quantidade de DNA de plantas expostas a diferentes elementos tdéxicos. A
compreensdo desses mecanismos fornece informacgdes sobre a capacidade de
tolerdncia da planta, aprimorando assim, os estudos relacionados a

fitorremediacéo.
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Caracteristicas fisioldgicas, anatbmicas e da quantidade de DNA em plantas

de Panicum aquaticum submetidas a diferentes concentrac¢fes de cadmio
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RESUMO

O cadmio € um importante poluente do meio ambiente, e pode ser
facilmente absorvido pelas plantas. Dessa forma, o presente estudo foi realizado
com o objetivo de avaliar as modificacGes fisioldgicas, anatdbmicas e da
guantidade de DNA da macrdéfita Panicum aquaticum submetida a crescentes
concentragdes de cadmio. As plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon em casa de vegetacdo por 30 dias, sob seis concentracGes de
Cd: 0,0; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4 mg L™. Ao final do experimento, o crescimento,
as trocas gasosas, a atividade enzimatica do sistema antioxidante, a anatomia e o
contetido de DNA foram avaliados. P. aquaticum demonstrou aumento da razédo
de &rea foliar e da area foliar especifica. As plantas ndo apresentaram alteragdes
na taxa de crescimento relativo, na razao raiz/parte aérea e na taxa assimilatdria
liquida. Assim como nenhuma das caracteristicas de trocas gasosas foram
afetadas pelos tratamentos. A anatomia da folha demonstrou alteragGes, com
reducdo na espessura do limbo e do parénquima clorofiliano; aumento da
densidade estomatica em ambas as faces da epiderme, assim como no diametro
polar e equatorial dos estdmatos; a funcionalidade estomética foi reduzida
apenas na face abaxial da epiderme. As raizes apresentaram aumento da
espessura da epiderme, exoderme e endoderme; reducdo na proporgao entre a
area do cilindro vascular e da érea total da raiz; aumento da espessura do cortex
e do indice de vulnerabilidade do Carlquist. As enzimas do sistema antioxidante
foram pouco afetadas pelo metal, com uma reducdo da atividade da APX nas
raizes e aumento na atividade da CAT nas folhas. A quantidade de DNA ndo foi
modificada na presenga de Cd. Portanto, P. aquaticum apresenta evidéncias de
tolerancia ao metal, apoiada pela auséncia de sintomas de toxicidade.

Palavras-chave: Panicum aquaticum. Cadmio. Fitorremediacdo. Anatomia.
Fisiologia.
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ABSTRACT

Cadmium is an important environmental pollutant, and can be easily
absorbed by plants. In this study, the objective was to evaluate the physiology,
anatomy and DNA content of Panicum aquaticum cultivated under
contamination by Cd. Plants were grown in Hoagland and Arnon nutritive
solution at greenhouse for 30 days under six Cd concentrations: 0.0, 0.4, 0.8,
1.6, 3.2, 6.4 mg L™. At the end of experiment, plant growth, gas exchanges,
anatomical, enzymatic activity of antioxidant system and DNA content were
evaluated. P. aquaticum showed increased in the leaf area ratio and in the
surface specific area. Plants do not showed changes in relative growth rate. None
of the gas exchange characteristics were affected by the treatments. The leaf
anatomy showed changes with a reduction in both mesophyll and chlorenchyma
thickness; increase of stomatal density on both sides of the epidermis as well as
in stomatal polar and equatorial diameters; stomatal functionality was reduced
only on the leaves abaxial surface. Roots showed increase in the epidermis,
exodermis and endodermis thickness; reduction in the proportion between the
area of vascular cylinder and the total area; increased in area and thickness of the
cortex and the vulnerability index of Carlquist. Enzymes of the antioxidant
system were little affected by the metal, with a reduction in activity of APX in
roots and increase in CAT activity in the leaves. DNA content was not modified
in the presence of Cd. Therefore, P. aquaticum shows evidences of tolerance to
Cd, supported by the absence of toxicity symptoms.

Keywords: Panicum aquaticum. Cadmium. Phytoremediation. Ecological

Anatomy. Plant Physiology.
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1 INTRODUCAO

Metais sdo liberados no ambiente a partir de processos naturais
de intemperismo da crosta terrestre e erosdo do solo. Além desses fatores, a
descarga de mineragdo, da industria e 0 esgoto urbano, a polui¢do do ar e o
controle quimico de pragas e doencas aplicado a agricultura podem aumentar a
concentragdo desse elemento (ANAMIKA; EAPEN; FULEKAR, 2009). Dentre
esses metais, o ca&dmio é um importante poluente ambiental
(SCHUTZENDUBEL et al., 2001). Sua alta mobilidade permite que seja
facilmente absorvido pelas plantas e transferido para a parte aérea, onde pode se
acumular em altos niveis. Por conseguinte, pode entrar na cadeia alimentar e se
tornar prejudicial para a saide humana e animal (BAH et al., 2011).

Nas plantas, o cadmio pode provocar varios efeitos téxicos, como
clorose, reducéo nas atividades metabolicas e no crescimento (PIETRINI et al,
2003). O cédmio interfere no balanco hidrico da planta, inibindo a abertura
estomatica (PERFUS-BARBEOCH et al.,, 2002), provocando danos aos
fotossistemas | e 11 (KRUPPER et al., 2007), e inibindo algumas enzimas do
Ciclo de Calvin (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

Plantas expostas as altas concentragdes de cadmio podem apresentar
alteracbes na &rea e propor¢do dos tecidos radiculares (LUX et al., 2011;
VACULIK et al.,, 2012), assim como modificagdes no desenvolvimento de
barreiras apoplasticas, como maior espessamento da epiderme, endoderme e
exoderme (REDJALA et al., 2011). Na parte aérea podem ocorrer alteragdes nas
células epidérmicas e parenquimaticas em decorréncia da influéncia do cadmio
sobre a diferenciacdo e extensibilidade celular e na formacdo de estdmatos
(MARQUES et al., 2011).
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O cadmio em altas concentragcBes pode ainda elevar a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que dentre outros efeitos estdo envolvidas
na genotoxicidade desse metal. Podem ocorrer mudancas na atividade de
enzimas de sintese do DNA e de reparo de erros de replicacdo (FILIPIC; HEI,
2004).

A macréfita Panicum aquaticum pertence a subfamilia Panicoideae
(Poaceae), sendo encontrada em brejos, margens de cursos d’agua, campos,
baixadas, e locais Umidos em margens de estradas (GUGLIERI; LONGHI-
WAGNER; ZULOAGA, 2007). Diversos trabalhos evidenciaram capacidade
para degradacdo de herbicidas por outras espécies do género, como P. virgatum
(MURPHY; COATS, 2011) e P. maximum (CARMO et al., 2008). Além disso,
poéceas tém demonstrado potencial para uso na recuperacao de areas degradadas
por metais pesados pela relativa facilidade em se desenvolver e, portanto
promover rapida e densa cobertura do solo, fornecendo uma estrutura fisica,
atenuando a erosdo e adicionando matéria organica (CARNEIRO; SIQUEIRA,;
MOREIRA, 2001).

E devido a capacidade de extrair, acumular e tolerar altos niveis de
metais pesados que algumas plantas sdo requeridas em estudos e trabalhos de
fitorremediacdo (FAN et al., 2011). Tal tecnologia emergente faz uso
de plantas para extrair, sequestrar e desintoxicar ambientes poluidos (BAH et al.,
2011). Essa tecnologia é considerada adequada para grandes areas e, ainda, de
baixo custo e menos destrutivaao meio ambiente em comparagdo a outras
técnicas (MAKINO et al.,, 2006). Entretanto, o sucesso da fitorremediacéo
depende de varios fatores, como a capacidade das espécies em acumular altas
concentracbes do metal e produzir alta biomassa (FONT; DEL RiO; HARO,
2002), que por sua vez esta atrelado aos mecanismos de tolerancia

desenvolvidos pelas plantas.
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Nesse sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar
as modificacdes fisioldgicas, anatbmicas e da quantidade de DNA da macrofita

P. aquaticum submetida as crescentes concentra¢fes de cadmio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do material vegetal

As plantas de P. aquaticum foram coletadas em uma lagoa livre de
aparentes fontes de contaminagcdo por cadmio, localizada no campus da
Universidade Federal de Lavras. Apds a coleta, as plantas foram lavadas e
selecionadas quanto a sua qualidade fitossanitaria e por uniformidade de
tamanho. Em seguida levadas para casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% da forca
ibnica total, juntamente com areia lavada como substrato. Esse periodo de
aclimatizacdo durou tempo suficiente para obtencdo de geracGes clonais isentas
de qualquer fonte de cadmio enddgena.

2.2 Instalagéo do experimento

As plantas filhas, uniformizadas quanto ao tamanho, foram transferidas
para bandejas plasticas com capacidade para 4,0 L. Cada bandeja contendo 2,0 L
de areia lavada e 2,0 L de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) como
descrito para a solugéo utilizada na aclimatizacdo com concentragfes crescentes
de cadmio na forma de Cd(NO3),. 4H,0.

Os valores das concentragdes de Cd utilizadas para os diferentes
tratamentos foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Cd
total para langamento de efluentes em corpos d’agua doce (BRASIL, 2005).
Neste caso, 0 VMP segundo esta legislagéo é de 0,2 mg L™ (Tabela 1).
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O experimento teve duracdo de 30 dias e o delineamento foi
inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeticdes. A parcela

experimental constituiu-se de uma bandeja com trés plantas.

Tabela 1 Concentracdes de cadmio utilizadas no experimento

Tratamento Concentracdes de Cd (mg L™)
T1 (Controle) 0,0
T2 0,4
T3 0,8
T4 1,6
T5 3,2
T6 6,4

2.3 Analises de crescimento

Foram selecionadas e coletadas cinco plantas por tratamento em dois
tempos: tempo um, no inicio do experimento e tempo dois, apds 30 dias, ao final
do experimento. As plantas foram separadas em folha, caule e raiz. A area foliar
foi obtida a partir de fotografias de todas as folhas de cada planta e para a
mensuracdo do somatorio das areas dessas folhas utilizou-se o software de
analise de imagens Image Tool versdao 3.0 (UTHSCSA..., 2002). Em seguida,
todo o material foi colocado em estufa de circulacdo forcada a 60 °C até massa
constante. Os dados de massa seca da folha, caule e raiz foram obtidos em
balanca analitica.

Os dados de massa seca e area foliar foram utilizados para obtencdo das
variaveis de crescimento, de acordo com o software proposto por Hunt et al.

(2002). As variaveis avaliadas foram: taxa de crescimento relativo (TCR), razdo
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de éarea foliar (RAF), éarea foliar especifica (AFE), taxa assimilatdria liquida

(TAL) e razdo raiz/parte aérea.

2.4 Andlises de trocas gasosas

Aos 20 dias de exposicdo aos tratamentos de cadmio foram avaliadas as
caracteristicas de trocas gasosas das plantas através de um analisador de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA) modelo LCA4 — ADC - INSTRUMENTAL.
Avaliou-se a taxa fotossintética liquida (A), a condutancia estomatica (gs), a taxa
transpiratoria (E) e a relagdo entre carbono interno e externo (Ci/Ca), de uma
folha jovem completamente expandida em cada repeticdo por tratamento. As
analises foram realizadas no periodo da manha entre 9 e 11 horas.

2.5 Analises anatémicas

Ao final do periodo experimental, cinco plantas por tratamento foram
coletadas, lavadas em agua corrente e fixadas em F.A.A.;o - (formaldeido,
acido acético glacial p.a. e etanol 70%, na proporcdao de 0,5: 0,5: 9) por um
periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Foram realizadas seccGes paradérmicas e transversais da folha e
transversais da raiz. As secgdes paradérmicas das faces abaxial e adaxial obtidas
com l&minas de aco foram clarificadas em solucéo de hipoclorito de s6dio 50%,
lavadas em &gua destilada e coradas com solugéo de safranina 1% (JOHANSEN,
1940). As seccOes transversais da folha foram retiradas da regido mediana
contendo a nervura central, sendo obtidas com auxilio de micr6tomo de mesa

modelo LPC. As seccdes transversais foram clarificadas em solucdo de
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hipoclorito de s6dio 50%, lavadas em agua destilada e coradas com solucéo de
safrablau (safranina 1,0% e azul de Astra 0,1%, na proporcao de 7:3), segundo
0s métodos descritos por Burger e Richter (1991) e Bukatsch (1972). Nos dois
casos, 0s cortes corados foram montados com Iamina e laminula em glicerina
50%.

Para as seccdes transversais da raiz fragmentos de cerca de 2,0 cm foram
removidos da regido pilifera da raiz e expostos a uma série etandlica crescente
para desidratacdo do material (70, 80, 90 e 100%) sob vacuo, a temperatura
ambiente de acordo com Johansen (1940) com modificagdes. Em seguida o
material foi imerso em solucéo de pré-infiltracdo, composta por etanol 100% e
resina base (1:1), segundo as instrugdes do fabricante (kit Historesina Leica) por,
pelo menos, 24 horas. Apds esse periodo, prosseguiu-se a infiltracdo em resina
base por mais 24 horas sob vacuo e temperatura ambiente. Para a polimerizacdo
utilizou-se o kit Historesina (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). Os
cortes foram feitos em micr6tomo de deslizamento na espessura de 5 um, sendo
em seguida corados em solucdo de Azul de Toluidina 1% (FEDER; O'BRIEN,
1968).

As laminas foram fotografadas em camera Moticam 2500 acoplada ao
microscépio modelo Olympus CX41 e as andlises 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 (EAB), espessura da epiderme na face
adaxial (EAD), espessura do limbo (LM), espessura do parénquima clorofiliano
(PC), area do conjunto de células buliformes por campo (ACB), nimero de
conjuntos de células buliformes por mm™ de folha (NCB), distancia entre os
feixes vasculares (DF), nimero de feixes vasculares por mm™ de folha (NF),

espessura da cuticula (CT) e area de esclerénquima por campo (ECL). Em
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seccdo paradérmica foram avaliadas em ambas as faces da epiderme: densidade
estomatica (DE), indice estomatico (IE), didmetro polar (POL) e equatorial
(EQU) dos estdbmatos e funcionalidade estomética (FUN). Na raiz foram
avaliados: espessura da epiderme (EP), espessura da exoderme (EX), espessura
da endoderme (ED), proporcéo entre a area do cilindro vascular e a area total da
raiz (ACAT), propor¢do de aerénquima no cortex (PAR), espessura do cortex
(ECX) e indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC). O IVC foi calculado
segundo Carlquist (1975), as proporcdes de aerénquima segundo Pereira et al.
(2008) e a DE e o IE segundo Castro, Pereira e Paiva (2009).

2.6 Analises do sistema antioxidante enzimatico

Ao término do experimento, amostras de folhas e raizes foram coletadas
no periodo da manhd, armazenadas em nitrogénio liquido e preservadas em
freezer -80°C até a data das anélises.

Para a extracdo enzimatica utilizou-se 0,2 g de folhas e de raizes
maceradas em nitrogénio liquido com adicdo de 1,5 mL do tampéo de extragdo
contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15 uL de
EDTA 0,1 M (pH 7,0), acido ascorbico 0,001 M e 12 mg de PVVPP. O extrato foi
centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4°C e sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C até o periodo das analises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nos ensaios enzimaticos da dismutase do superéxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducédo do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries

(1977), com modificagdes. Foram adicionados 10,0 uL do extrato enzimatico a
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190,0 pL do meio de incubacdo composto por: tampao fosfato de potassio 50,0
mM (pH 7,8), metionina 14,0 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75,0 uM e riboflavina
2,0 UM. A placa de acrilico UV, contendo o meio de incubacdo mais amostra,
foi iluminada com lampada fluorescente de 20 W por 10 minutos. Para o
controle, utilizou-se 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra, que foi mantido no
escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro ELISA e o
calculo da enzima foi feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560
amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem extrato enzimatico) /
(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorredug@o do NBT nas condi¢@es do ensaio.

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo Havir e McHale
(1987), na qual uma aliquota de 10,0 pL do extrato enzimético foi adicionada a
190,0 pL do meio de incubacdo contendo 100,0 pL de fosfato de potéssio 200
mM (pH 7,0) e 10,0 pL de perdxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C.
A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido
de hidrogénio através do espectrofotdmetro de ELISA. O coeficiente de extingdo
molar utilizado foi 36 mM™cm™ corrigido para 18 mM™cm™ uma vez que os
pocos da placa UV possuem 0,5 cm de comprimento.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290,0 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 10,0 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 190,0 pL de tampéo
de incubagdo composto por 100,0 pL de fosfato de potéssio 200,0 mM (pH 7,0),
10,0 pL de &cido ascorbico 10,0 mM e 10,0 pL de perdxido de hidrogénio 2,0
mM (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi
2,8 mMcm™ corrigido para 1,4 mM™cm™ uma vez que os pogos da placa UV

possuem 0,5 cm de comprimento.
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2.7 Citometria de fluxo

Para quantificacdo do conteido de DNA utilizou-se cinco folhas jovens
de P. aquaticum por tratamento. Para a analise de citometria de fluxo, as mostras
de P. aquaticum, juntamente com o padréo de referéncia (Pisum sativum) foram
dissociados com auxilio de um bisturi em uma placa de petri (GALBRAITH et
al., 1983), sob gelo triturado, contendo 1,0 mL de tampdo de extracdo LBO1
gelado, para a liberagdo dos nucleos (DOLEZEL; BINAROVA, LUCRETTI,
1989). A suspensdo obtida foi filtrada em uma malha de néailon de 50,0 um e
corada com 25,0 pL de iodeto de propideo (1,0 mg mL™) acrescentando-se, em
seguida, 5 uL de RNAse do tipo | e, finalmente, armazenadas em tubos de
poliestireno no escuro e refrigeradas até o momento da andlise em citdmetro
Facs Callibur quatro cores. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell
Quest e analisados no programa WinMDI 2.8 (2009).

O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se
a razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nlcleos que estdo
na fase G1 da interfase) do padrdo de referéncia e dos nlcleos G1 da amostra,

multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrdo de referéncia
(9,09 pg).

2.8 Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente testados quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e, em seguida, submetidos a analise de varidncia e a
comparagdo das médias pelo teste de Scott-Knott para P < 0,05 ou analise de

regressao com auxilio do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do cadmio afetou de modo distinto as caracteristicas de
crescimento avaliadas em dois tempos durante o experimento. A razdo de area
foliar (RAF) e éarea foliar especifica (AFE) demonstraram um aumento nas
plantas submetidas as duas maiores concentragdes do metal (Figura 1). Enquanto
a taxa de crescimento relativo (Fc= 2,123 e P= 0,1324) com média de 0,09 g g*
dia™, a razéo raiz/parte aérea (Fc= 1,708 e P= 0,2071) com médiade 1,23 g g™ e
a taxa assimilatéria liquida (Fc= 2,5 e P=0,0898) com média de 0,00002 g mm’

2dia’* ndo diferiram entre os tratamentos.

Razio de Area Foliar Area Foliar Especifica

y=-11,206x2+94,448x + 6,0397
R*=10.7989

o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Concentragio de cadmiomgL Concentragio de cédmio mg L

Figural Razdo de area foliar e Area foliar especifica de plantas de Panicum aquaticum
submetidas a diferentes concentracdes de cadmio. Cada ponto no gréafico
refere-se @ média de cinco repeticdes em dois tempos de coleta.

O comportamento da TCR e da razdo raiz/parte aérea pode sugerir uma
estratégia de tolerancia, uma vez que a reducdo do crescimento é citada na
literatura como um dos efeitos do caddmio sobre as plantas (REDONDO-
GOMEZ; MATEOS-NARANJO; ANDRADES-MORENO, 2010). Segundo Fan
et al. (2011) uma inibicdo no crescimento de raizes e da parte aérea e reducdo no
acumulo de massa seca ocorrem como resultado da exposicdo a quantidades
toxicas de cadmio. No entanto, esse comportamento ndo foi observado em P.

aquaticum.
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A TCR tem dois componentes, 0 que representaa capacidade de
assimilacdo fotossintética por unidade de area foliar, a TAL, e 0 que representa
0 incremento da area foliar ou area foliar Gtil para fotossintese, a RAF (SINGH;
AGRAWAL, 2010). Assim, a TCR pode estar associada com a TAL, no sentido
de relacionar a taxa fotossintética a quantidade de area foliar disponivel para a
interceptacdo de luz e a alocacdo da biomassa foliar (LAMBERS; CHAPIM;
PONS, 1998), o que significa o ganho de carbono através da fotossintese e a
perda de carbono através da respiracdo (JAMES; REBECCA, 2007). No entanto,
alguns autores consideram que ha pouca ou nenhuma relacéo entre TCR e TAL
e sugerem que as variagdes da TCR ocorram principalmente pelas diferengas na
AFE (LAMBERS; CHAPIM; PONS, 1998), que relaciona a area com a massa
de matéria seca da propria folha (LACERDA et al., 2009).

Além disso, sabe-se que a RAF varia em funcdo da AFE e da razdo de
peso foliar (LAMBERS; CHAPIM; PONS, 1998). Nesse sentido, 0 incremento
da AFE provavelmente promoveu aumento da RAF, que pode ter favorecido a
manutencdo das taxas fotossintéticas na presenca do metal.

N&o foi verificado efeito significativo dos tratamentos para taxa
fotossintética (Fc= 0,180 e P= 0,9674) com média de 0,007 pmol m? s,
condutancia estomatica (Fc= 0,307 e P= 0,9041) com média de 0,39 mmol m?s’
! taxa transpiratoria (Fc= 0,373 e P= 0,8623) com média de 0,006 mmol m?s™
e relagdo Ci/Ca (Fc= 1,045 e P=0,4145) com média de 0,72.

Diversos estudos tém demonstrado que o cadmio causa diminui¢do da
transpiragdo e da fotossintese (SOUZA, V. L. et al.,, 2009), sendo esse
decréscimo da taxa fotossintética associado a mudancgas bioquimicas, causando
inibicdo na sintese de clorofila (BOONYAPOOKANA et al., 2002) ou a
formac&o de espécies reativas de oxigénio (SCHUZENDUBEL et al., 2001) que

podem alterar a estrutura das membranas dos cloroplastos (STOEVA; BINEVA,
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2003). No entanto, assim como observado por Pereira (2010) em plantas de
aguapé, as respostas fotossintéticas de P. aquaticum ndo foram influenciadas
pelo metal 0 que pode estar associado a eficiéncia do sistema antioxidante.

Além disso, esse comportamento da fotossintese pode estar relacionado
com a manutencdo dos valores da TAL ao longo dos tratamentos, uma vez que a
eficiéncia do sistema fotossintético estd envolvida na producdo de massa seca,
estimando, dessa forma, a fotossintese liquida (RADFORD, 1967). Soma-se a
isso, o fato da taxa transpiratéria, da condutancia e da relacdo Ci/Ca ndo terem
sido afetadas pelos tratamentos, o que contraria resultados observados por Dhi et
al. (2011) ao avaliarem as alteragdes fisiologicas de Salvinia natans induzidas
por metais pesados. Nesse caso, 0 acumulo de metais pesados alterou,
principalmente, o potencial fotossintético reduzindo a eficiéncia das reacoes de
assimilacdo de carbono.

As folhas de P. aquaticum apresentaram epiderme unisseriada e
conjuntos de células buliformes em sua face adaxial, estbmatos em alteres
distribuidos nas duas faces da epiderme foliar (folha anfiestomatica), embora em
menor nimero na face adaxial; papilas localizadas em maior quantidade na face
adaxial que na face abaxial; mesofilo composto de clorénquima compacto e
radiado em torno dos feixes vasculares, caracterizado pela estrutura Kranz, de
acordo com a descricdo feita por Guglieri, Longhi-Wagner e Zuloaga (2007).

Os valores das médias para a espessura do limbo (LM) e para espessura
do parénquima clorofiliano apresentaram uma reducdo com 0 aumento nas
concentragdes de cadmio (Figuras 2 e 3). Essa reducdo em LM, provavelmente
em funcéo da redugdo do PC parece ndo ter afetado a disponibilidade de CO, na
folha, sendo corroborado pelos resultados observados para fotossintese,
condutancia e relacdo Ci/Ca, e coerente com o aumento da AFE. Segundo

Lambers, Chapim e Pons (1998), o aumento da AFE geralmente implica na
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reducdo da espessura da folha. Desse modo, o0 c&dmio promoveu um aumento da

AFE, assim como uma reducdo na espessura do limbo foliar.

Espessura do limbo foliar Espessura do parénquima clorofiliano
140

138 y=-1.772Tx+ 136,69
R?=0,6434

¥=06031x-55122x+ 18937 136
R3=05738 134

ESEN

. =130
128
126
| 124 4
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Concentragio de cadmiomg - Concentragio de cadmiomg L!

+*

Figura2 Espessura do limbo foliar e do parénquima clorofiliano de Panicum

aquaticum submetidas a diferentes concentragdes de cAdmio.

A espessura da epiderme (face abaxial e adaxial) e da cuticula (CT); a

area (ACB) e o nimero de conjunto de células buliformes (NCB); a area de
esclerénquima (ECL) e o numero (NF) e a distancia (DF) entre os feixes

vascu

lares ndo diferiram entre as crescentes concentragfes de cddmio (Figura 3

e Tabela 2).



61

,:;:‘o; o.\ ‘,Q“ 6 ‘&-
Yer-e (K] l"?«‘. c.

LR ) . 9 ,&c qo\:
@ m Dn. S P :"-

0

Figura 3 Seccdes transversais de folhas de Panicum aquaticum submetidas a crescentes
concentragdes de cadmio. EAD= epiderme face adaxial, EAB= epiderme face
abaxial, PC= parénquima clorofiliano, CB= células buliformes, FV= feixe
vascular. A=0,0mg L™*, B=0,40 mg L™, C=0,80mg L™, D=1,60 mg L™, E=
3,20 mg L™, F=6,40 mg L. Barras= 100 pum.
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Tabela 2 Caracteristicas dos tecidos foliares em seccédo transversal de Panicum aquaticum sob concentracdes crescentes de cadmio

mg L*

Cd n;g L'( gEAI)B (um) EAD (um)  ACB (um?) NCB DF (um) NF  CT(um)  ECL (um?)
0,00 14,39 12,28a 2560,75a 06a 49,31a 07a 5,13a 1628,85a
0,40 13,54a 12,01a 2380,40a 05a 57,89a 07a 5,09a 1497 64a
0,80 14,09a 11,57a 2486,66a 06a 62,45a 07a 5,17a 1538,19a
1,60 14,34a 11,53a 2554,96a 06a 58,03a 07a 5,31a 1503,39%a
3,20 14,27a 11,71a 2545,83a 07a 62,68a 07a 5,44a 1463,69a
6,40 13,58a 11,86a 2273,54a 06a 54,60a 07a 5,84a 1517,81a

As médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (Scott-Knott, 5%). EAB= espessura da epiderme da face abaxial,
EAD= espessura da epiderme da face adaxial, ACB= area de conjunto de células buliformes por campo, NCB= nimero de conjunto
de células buliformes (por mm™ de folha), DF= distancia entre os feixes vasculares, NF= nlimero de feixes vasculares (por mm™ de
folha), CT= espessura da cuticula, ECL= area de esclerénquima por campo.
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Em seccédo paradérmica ndo houve diferenca entre os tratamentos apenas
para a funcionalidade estoméatica (FUN) na face abaxial e para o indice
estomatico (IE) na face adaxial. Observou-se na face abaxial da epiderme uma
reducdo do indice estomaético (IE) e uma tendéncia ao aumento da densidade
estomatica (DE) nas diferentes concentracdes de caddmio. Ainda na face abaxial,
os diametros polar (POL) e equatorial (EQU) sofreram uma reducdo na maior
concentracdo do metal. Na face adaxial da epiderme a DE demonstrou tendéncia
ao aumento na presenca do metal, assim como a FUN. O POL e o EQU sofreram
uma reducdo na presenca de maiores concentracdes de caddmio (Figura 4 e
Tabela 3).

O IE é um atributo que permite obter informacdes sobre a diferenciacéo
celular (TICHA, 1982), ou seja, uma estimativa entre células estomaticas e
epidérmicas. Desse modo, o cadmio pode ter influenciado o processo de
diferenciagdo de células para formagdo de estdmatos ao diminuir o IE, além de
afetar o processo de expansdo celular, diminuindo o tamanho das células
(MARQUES et al., 2011). O aumento na DE provavelmente contribuiu para a
manutencdo da captacdo de CO,, sendo uma caracteristica comum em plantas
sob estresse, como observado em aguapé (PEREIRA, 2010). O aumento na FUN
na face adaxial da epiderme corrobora esse resultado e, associado aos demais
aspectos dos estdmatos observados, pode evidenciar caracteristicas de tolerancia

ao cadmio.
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Figura4 Densidade estomética na face abaxial (A) e adaxial (C) da epiderme, indice
estomatico da face abaxial da epiderme (B) e funcionalidade estomética
(relagdo POL/EQU) da face adaxial da epiderme (C) em Panicum aquaticum
submetidas a diferentes concentracdes de cddmio.
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Tabela3  Caracteristicas da epiderme foliar Panicum aquaticum sob concentragGes
crescentes de cadmio (mg L™)

FACE ABAXIAL

CdmgL™ POL (um) EQU (um) FUN
0,00 34,52a 21,17a 1,63a
0,40 32,84a 21,62a 1,52a
0,80 33,55a 20,89a 1,61a
1,60 34,21a 21,94a 1,56a
3,20 32,83a 21,08a 1,57a
6,40 29,64b 19,58b 1,52a

FACE ADAXIAL

CdmgL™ IE (%) POL (um) EQU (um)
0,00 0,21a 28,41b 19,18a
0,40 0,23a 27,07b 19,31a
0,80 0,21a 29,91a 19,25a
1,60 0,21a 30,03a 19,42a
3,20 0,22a 28,87b 19,51a
6,40 0,22a 28,27b 17,83b

As médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si (Scott-Knott, %). IE=
indice estomatico, POL= didmetro polar dos estbmatos, EQU= didmetro equatorial dos
estdmatos, FUN= funcionalidade estomética (relagdo POL/EQU).
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As raizes de P. aquaticum sdo compostas por epiderme uniestratificada
formadas por células de paredes delgadas, exoderme formada por células de
paredes espessadas e endoderme unisseriada. Possuem ainda em seu cortex,
cdmaras de ar formando aerénguima, neste caso constitutivo, por se tratar de
uma espécie aquatica.

Nas andlises anatdbmicas dos tecidos radiculares, foi possivel observar
alteraces significativas decorrentes dos tratamentos em todas as variaveis
analisadas, com excecao da proporc¢do de aerénquima no cortex. A espessura da
epiderme (EP) apresentou valores maiores nas concentragdes de 0,0 e 6,4 mg L”
! As médias para espessura da exoderme (EX) e da endoderme (ED)
evidenciaram um aumento na presenga de maiores concentragfes de cadmio. J&
a proporcao entre a area do cilindro vascular e area total da raiz (ACAT) sofreu
uma reducdo em suas médias nas concentracdes de 0,4 e 0,8 mg L™. As médias
para espessura do cortex (ECX) foram maiores a partir da concentracdo de 3,2
mg L™. O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) demonstrou um aumento
nas plantas submetidas a maior concentragdo do metal (Figuras 5 e 6 e Tabela
4).
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Figura5 Detalhe da endoderme (A e B) e exoderme (C e D) da raiz de Panicum
aquaticum sob contaminago por cadmio. Ae C=0,0 mg L™; B e D= 6,40 mg
L. Barras= 100 pm.
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Tabela 4 Caracteristicas dos tecidos radiculares em seccdo transversal de Panicum
aquaticum sob concentracdes crescentes de cadmio (mg L™)

CdmgL  EP EX  ED ACAT PAR ECX(um) IVC
' (um)  (um)  (um)
0,00  4393a 22,590 11,58b 0,06a 08la  386,16b  0,11b
0,40  39,77b 2390b 10,79b 0,05b 0,80a 374,47b 0,09¢
0,80  38,64b 2444b 11,93b 005b 086a 37809 0,09
1,60  3955b 22,68b 1353a 006a 082a 397.86b  0,11b
320  40,20b 27,39a 13,95a 006a 083a 441,87a 0,09
6,40  47,7l1a 2843a 1384a 006a 079 482852  0,12a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
EP= espessura da epiderme, EX= espessura da exoderme, ED= espessura da endoderme,
ACAT= proporcdo entre a area do cilindro vascular e a &rea total, PAR= proporcéo de
aerénquima no cdrtex, ECX= espessura do cortex, IVC= indice de vulnerabilidade de

Carlquist.
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Figura6 Seccdes transversais de raizes de Panicum aquaticum submetidas a crescentes
concentracdes de cadmio. EP= epiderme, EX= exoderme, ED= endoderme,
AE-= aerénquima, CV= cilindro vascular. A= 0,0 mg L™, B= 0,40 mg L™, C=
0,80 mg L™, D=1,60 mg L™, E= 3,20 mg L, F= 6,40 mg L™. Barras= 100
pm.

Considerando que os elementos sdo transportados radialmente a partir da
epiderme radicular através do apoplasto ou simplasto do cortex para o xilema e
parte aérea, a epiderme, a endoderme e a exoderme funcionam como barreiras
apoplasticas no controle da absor¢do (SCHREIBER, 2010). O desenvolvimento
destas barreiras é varidvel, e muitas vezes, difere entre espécies vegetais e
condicdes ambientais (REDJALA et al., 2011; VACULIK et al., 2012). Assim,
um maior espessamento desses tecidos, principalmente, nas concentra¢fes mais
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elevadas de cadmio provavelmente minimizou a absor¢do desse metal e sua
translocacdo para parte aérea, diminuindo os efeitos tdxicos no sistema
fotossintético (MARQUES et al., 2011). Esse fato também pode ser relacionado
com a permanéncia do potencial fotossintético de P. aquaticum em condicGes
inalteradas ao longo dos tratamentos.

Alteracdes na area e na propor¢do dos tecidos radiculares também
podem ser consequéncia de exposi¢cdo continua aos metais pesados (LUX et al.,
2011; VACULIK et al., 2012). Nesse sentido, uma maior espessura do cortex
nas maiores concentragdes de cadmio representa um aumento no didmetro
dessas raizes e pode ser considerada uma estratégia de tolerancia, relacionada a
uma maior capacidade de acumulo do metal.

Além disso, o fato da proporcdo de aerénquimas, caracteristica
indispensavel a fisiologia de raizes de plantas aquaticas (PEREIRA et al., 2008;
SOUZA, T. C. et al., 2009) ndo ter sido afetada pelos tratamentos, oferece mais
um indicio de tolerdncia ao metal. Esse mesmo resultado foi observado por
Pereira (2010) na analise do potencial fitorremediador de E. crassipes em
relacdo ao cadmio.

O IVC esta diretamente associado a uma maior eficiéncia do sistema
vascular das plantas e pode ser utilizado para inferir sobre a probabilidade de
embolias no xilema, sendo diretamente relacionado com o numero e diametro
dos vasos de metaxilema (CARLQUIST, 1975; CASTRO; PEREIRA; PAIVA,
2009), sendo que a sua reducdo relaciona-se com melhores condicfes do xilema
para a condutividade hidraulica (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Em P.
aquaticum o aumento do IVC sob a concentragdo mais elevada de cadmio pode
ser um indicio de alteracdo na condutividade hidrdulica, provavelmente afetando
a translocacdo do metal para parte aérea.

As enzimas do sistema antioxidante de P. aquaticum demonstraram

comportamento distinto na presenca de cddmio. As atividades da peroxidase do
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ascorbato (APX) na folha (Fc= 0,358 e P= 0,8674), da catalase na raiz (Fc=
1,758 e P= 0,2556) e da dismutase do ion superoxido na folha (Fc= 3,132 e P=
0488) e naraiz (Fc= 1,752 e P=0,2556) ndo foram afetadas pelas concentracdes.
A atividade da APX na raiz tendeu a uma reducdo nas concentracdes mais
elevadas de cadmio, enquanto que a atividade da CAT na folha exibiu um

aumento nessas concentracdes (Figura 7).

Atividade da peroxidase do ascorbato na raiz B Atividade da catalase na folha

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Concentragio de cidnmiomg L Concentragio de cidmiomg L™

Figura 7 Atividade das enzimas do sistema antioxidante de Panicum aquaticum sob
concentragdes crescentes de cadmio. A= Atividade da Peroxidase do
Ascorbato na raiz, B= Atividade da Catalase na folha.

Ambientes sob estresse, como exposicdo a metais pesados, podem
aumentar a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas
causando estresse oxidativo e induzindo o sistema antioxidante (LIN et al.,
2007). O comportamento apresentado pela SOD indica que, provavelmente, a
remocédo das EROs foi realizada de modo mais eficiente pela CAT e APX. Além
disso, estudos relataram que a contaminacdo por cadmio resulta em estresse
oxidativo, porém diferentemente da maioria dos metais, este elemento parece
ndo agir diretamente na producdo de espécies reativas de oxigénio a partir das
reacdes de Fenton ou Haber-Weiss (TOPPI; GABRIELLE, 1999), na qual é
formado o ion superoxido, que poderd ser combatido pela SOD (RESENDE;
SALGADO; CHAVES, 2003). Isso explica a auséncia de alteracdo da atividade

dessa enzima na presenca do metal, o que ndo compromete fatalmente o sistema
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antioxidante, uma vez que se encontra auxiliado pela maior atividade da CAT e
APX (OLIVEIRA, 2010).

O aumento da atividade da CAT, que decompbe H,O, em &gua e
oxigénio molecular, nas folhas na presenca do metal, confirma a eficiéncia desse
sistema enzimatico. Resultado semelhante foi verificado em plantas de Kandelia
candel sob contaminacdo por caddmio e chumbo (ZHANG et al., 2007).
Considerando ainda, a necessidade de um equilibrio entre as enzimas CAT e
APX (BROWLER et al.,, 1991), é provavel que a atividade da CAT tenha
aumentado na folha como mecanismo compensatério a queda da atividade da
APX na raiz, uma vez que ao ser translocado para a parte aérea o cadmio pode
afetar processos vitais como a fotossintese (PIETRINI et al., 2003).

A queda na atividade da APX na raiz indica que possivelmente o
estresse oxidativo ultrapassou a capacidade de controle de EROs pela enzima,
resultando em inibi¢do enzimatica da mesma, ou por efeito inibitério na via de
sintese desta proteina (OLIVEIRA, 2010). No entanto, a ndo deteccdo de danos
provocados pelas EROs pode ser resultado de um mecanismo compensatorio
pela CAT e talvez, pela agdo de outros componentes do sistema antioxidante,
denotando uma estratégia de tolerancia da espécie ao estresse por cadmio.

As andlises de citometria de fluxo ndo demonstraram efeito das
diferentes concentracdes de cadmio na quantidade de DNA de P. aquaticum
(Tabela 5 e Figura 8).
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Tabela 5 Quantidade de 2C de DNA e coeficiente de variagdo obtidos por meio da
técnica de citometria de fluxo para Panicum aquaticum sob concentracGes
crescentes de cadmio (mg L™)

CdmgL™ DNA (pg) CV (%)
0,00 3,27a 0,51
0,40 3,32a 0,60
0,80 3,21a 0,62
1,60 2,94a 0,48
3,20 3,13a 0,46
6,40 2,80a 0,69

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).

O aumento na concentracdo das EROs decorrentes da presenca de niveis
toxicos de Cd podem produzir apoptose e dano a0 DNA (GUIMARAES et al.,
2008). Em plantas, um efeito indireto do Cd no DNA associa-se a mudangas na
atividade de enzimas relacionadas a sintese de DNA e ao reparo de erros de
replicagdo, que podem ou néo estar relacionados a um dano oxidativo (FILIPIC;
HEI, 2004). O fato de ndo ter sido detectado influéncia do metal no teor de DNA
de P. aquaticum evidencia a eficiéncia do sistema antioxidante, além de fornecer
mais um indicio de tolerancia dessa espécie a presenca de cadmio.

Os coeficientes de variagdo das amostras analisadas ficaram abaixo de
3%, 0 que sugere maior confiabilidade dos dados. Segundo Marie e Brown
(1993) o coeficiente de variagdo (CV) é um critério elementar na validagédo de
métodos citoldgicos e definem uma gama de valores entre 1 e 2% para analises
de alta qualidade e 3% como um valor de rotina . Por outro lado, um CV < 5%
pode ser aceitavel (GALBRAITH et al., 1983). Assim, é possivel atestar

confiabilidade aos coeficientes observados para P. aquaticum neste estudo.
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Figura 8 Histogramas de citometria de fluxo em ndcleos de Panicum aquaticum sob
concentracdes crescentes de cadmio. A= 0,0 mg L™, B= 0,40 mg L™, C=10,80
mg L™, D=1,60 mg L™, E= 3,20 mg L™, F= 6,40 mg L. O primeiro pico em
cada histograma é referente ao pico G1 das plantas de cada tratamento e o
segundo pico G1 é da amostra de referéncia. Eixo das abscissas representa a
quantidade de DNA e o das ordenadas, 0 nimero de nucleos.
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5 CONCLUSAO

Panicum aquaticum ndo apresenta sintomas de toxidez ao cadmio.
Associado a isso, hd manutencdo do crescimento, das caracteristicas de trocas
gasosas e da quantidade de DNA na presenca de crescentes concentragfes do
metal.

As modificacbes nos tecidos foliares e radiculares demonstram
mecanismos eficientes de tolerdncia relacionados, principalmente, as barreiras
apopléasticas ao processo fotossintético. A auséncia de danos provocados por
EROs evidencia a eficiéncia do sistema antioxidante.

Assim, P. aquaticum mostrou-se, pelas caracteristicas avaliadas,

tolerante a contaminagdo por cadmio, considerando as concentragdes estudadas.
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ARTIGO 2

Tolerancia a toxicidade do arsénio por Panicum aquaticum em funcéo dos

aspectos anatébmicos, fisiolégicos e da quantidade de DNA
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RESUMO

N

Devido a alta toxicidade do arsénio, muitos estudos tém tentado
aprimorar as técnicas para a sua remogao do ambiente. A biorremediacédo faz uso
de organismos para remocdo de elementos toxicos e a fitorremediacédo,
particularmente, utiliza plantas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a tolerancia de Panicum aquaticum a contaminagao por arsénio por meio
de avaliagbes anatdmicas, fisioldgicas e da quantidade de DNA. As plantas
foram cultivadas em solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon em casa de
vegetacdo por 30 dias sob seis concentragdes de arsénio: 0,00; 0,25; 0,50; 1,00;
2,00; 4,00 mg L™. Foram realizadas anélises de crescimento, de trocas gasosas,
anatémicas de folhas e raizes, da atividade de enzimas do sistema antioxidante e
da quantidade de DNA. A taxa de crescimento relativo, area foliar especifica e
razdo de area foliar foram reduzidas na presenca de arsénio. As trocas gasosas
ndo foram afetadas pelo metaloide. A anatomia da folha mostrou uma redugéo
na espessura da epiderme na face abaxial e reducdo na espessura do limbo e
clorénquima; um aumento na area de conjunto de células buliformes, na
espessura da cuticula e area de esclerénquima, bem como reducdo do nimero e
distancia dos feixes vasculares também foram observados. O indice estomatico
aumentou em ambas as faces da epiderme foliar, mas houve uma reducdo no
nimero e densidade de estdmatos e maior funcionalidade estomética apenas na
epiderme adaxial. As raizes apresentaram uma redugdo na espessura da
epiderme, endoderme e exoderme. O indice de vulnerabilidade de Carlquist
sofreu aumento. Apenas a atividade da CAT foi afetada pelo metaloide,
mostrando um aumento nas concentracfes mais baixas de arsénio, seguido de
uma reducdo em concentracbes mais elevadas. A quantidade de DNA foi
negativamente afetada pela presenca de arsénio em altas concentracbes. P.
aquaticum demonstrou-se parcialmente tolerante ao arsénio nas menores
concentragdes e apresentou evidéncias de toxicidade nas maiores concentracdes
do metaloide.

Palavras-chave: Panicum aquaticum. Arsénio. Fitorremediacdo. Anatomia.
Fisiologia.
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ABSTRACT

Because of the high toxicity of arsenic, many studies have attempted to
improve the techniques for its removal from environment. Bioremediation uses
biological organisms to toxic elements removal and phytoremediation
particularly uses plants. Accordingly, the objective of this work was to evaluate
the tolerance of Panicum aquaticum to contamination by arsenic by
physiological, anatomical and DNA content evaluations. Plants were grown in
Hoagland and Arnon nutritive solution at greenhouse for 30 days under the six
arsenic concentrations: 0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00 mg L™ Analysis of
growth, gas exchanges, leaves and roots anatomy, activities of antioxidant
system enzyme and DNA content were performed. The relative growth rate,
specific leaf area and leaf area ratio were reduced in presence of arsenic. Leaf
gas exchanges were not affected by the metalloid. Leaf anatomy showed a
reduction in the epidermal thickness on the abaxial surface, and reductions on
the mesophyll and chlorenchyma thickness; an increase in the overall buliform
cells, in the cuticle thickness and area of sclerenchyma, as well as reductions in
the distance and number of vascular bundles. Stomatal index increased in both
leaves surfaces, but there was a reduction in the number and density of stomata
and increased stomatal functionality only on the adaxial surface epidermis.
Roots showed reduction in the thickness of the endodermis and exodermis, as
well as in the cortex area and thickness. The vulnerability index showed an
increase. Only leaves CAT activity were affected by the metalloid, showing an
initial increase followed by a reduction at higher concentrations. DNA content
was negatively affected by the presence of arsenic in high concentrations. P.
aquaticum showed partial tolerant to arsenic at lower concentrations and show
evidence of toxicity at the highest concentrations of the metalloid.

Keywords: Panicum aquaticum. Arsenic. Phytoremediation. Ecological
Anatomy. Plant Physiology.
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1 INTRODUCAO

O arsénio é um metaloide presente naturalmente em rochas, solos e
ambientes aquéticos naturais, sendo mobilizado através de uma combinacdo de
processos, tais como intemperismo, atividade bioldgica e emissdes vulcanicas.
Intervencdes humanas representam uma importante contribuicdo nesse processo,
por meio da mineracdo, queima de combustiveis fdsseis, uso de pesticidas e
herbicidas (SRIVASTAVA et al., 2011). Assim, em ambientes naturais como
solo e ecossistemas aquaticos, a contaminagdo por arsénio tornou-se uma séria
ameaga a biota, incluindo plantas, animais e seres humanos (MAHIMAIRAJA et
al., 2005).

Devido a alta toxicidade do arsénio, muitos estudos tentam aperfeicoar
as técnicas de descontaminagdo do ambiente, utilizando organismos, em
particular as plantas (SINGH et al., 2007). O acumulo desse metaloide ¢ uma
forma extrema de tolerancia das plantas, sob polui¢do, por elementos toxicos. As
folhas das plantas tolerantes acumulam arsénio, a0 mesmo tempo em que estdo
envolvidas na fotossintese, processo crucial para a producdo primaria. Desse
modo, o ideal é que os principais processos fisioldgicos da planta, tais como a
fotossintese, transporte da agua, respiracdo e metabolismo de nutrientes, ndo
sejam perturbados pela acumulacdo de concentracGes elevadas de arsénio
(WANG et al., 2012).

De fato, as plantas apresentam uma grande variagcdo em suas respostas a
toxicidade de arsénio (MEHARG, 2003). Em plantas nédo tolerantes, o arsénio
pode induzir estresse oxidativo, resultando em danos celulares em termos de
peroxidacdo lipidica, acumulo de H,O, e aumento na regulacdo de varias
enzimas antioxidantes (MASCHER et al., 2002). O aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem, ainda provocar danos ao DNA

(SHARMA; SOHN, 2009). Além disso, por possuir uma semelhanga quimica
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com o fésforo, o arsénio pode se envolver em muitas reacdes celulares e até
mesmo substitui-lo em grupos fosfatos do DNA (PATRA et al., 2004).

O arsénio pode promover modificacdes em células e tecidos da planta.
Nos folhas podem ocorrer alteracdes como o espessamento do esclerénquima e
colénguima, onde os elementos toxicos podem ser adsorvidos na parede celular,
constituindo assim, uma alternativa de alocacdo para esses elementos e
prevenindo a translocacdo para os tecidos fotossintéticos (COSIO;
VOLLENWEIDER; KELLER, 2006). Modificagdes na epiderme, nas células
buliformes e nos estdbmatos podem ocorrer em fungdo do controle da
transpiragdo que estd intimamente relacionada & absorcao pelas raizes (GOMES
et al., 2011). Além disso, alteracdo na proporgdo dos tecidos radiculares, assim
como no desenvolvimento das barreiras apoplasticas sdo comuns em raizes de
plantas expostas a elementos téxicos (LUX et al., 2011; VACULIK et al., 2012).

Poaceas tém demonstrado potencial para uso na recuperagdo de areas
degradadas por metais pesados pela relativa facilidade em se desenvolver e,
portanto promover rapida e densa cobertura do ambiente, fornecendo uma
estrutura fisica, atenuando a erosdo e adicionando matéria organica no sistema
(CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA, 2001). Nesse sentido, Panicum
aquaticum pertencente a subfamilia Panicoideae (Poaceae), possui aspectos
favoraveis a fitorremediacdo, sendo encontrada em brejos, margens de cursos
d’agua, campos, baixadas e locais tmidos em margens de estradas (GUGLIERI,
LONGHI-WAGNER; ZULOAGA, 2007). Vale ressaltar que varios trabalhos
evidenciaram capacidade para degradacdo de herbicidas por outras espécies do
género, como P. virgatum (MURPHY; COATS, 2011) e P. maximum (CARMO
et al., 2008).

Desse modo, o desenvolvimento da técnica de fitorremediagdo, precisa
de uma profunda compreensdo dos processos subjacentes & genética, bioquimica
e niveis fisiolégicos e agrondmicos (RAHMAN; HASEGAWA, 2011). Com
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esse intuito, o presente estudo tem por objetivo avaliar a tolerancia da macrdéfita
P. aquaticum submetida as crescentes concentracdes de arsénio, em funcdo das

respostas fisiologicas, anatdbmicas e da quantidade de DNA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do material vegetal

As plantas de P. aquaticum foram coletadas em uma lagoa livre de
aparentes fontes de contaminacdo por arsénio, localizada no campus da
Universidade Federal de Lavras. Apds a coleta, as plantas foram lavadas e
selecionadas quanto a sua qualidade fitossanitaria e por uniformidade de
tamanho. Em seguida levadas para casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% da forca
ibnica total, juntamente com areia lavada como substrato. Esse periodo de
aclimatizacdo durou o tempo suficiente para obtencdo de geraces clonais
isentas de qualquer fonte de arsénio enddgena.

2.2 Instalagéo do experimento

As plantas filhas uniformizadas quanto ao tamanho foram transferidas
para bandejas plasticas com capacidade para 4,0 L. Cada bandeja contendo 2,0 L
de areia lavada e 2,0 L de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) como
descrita para a aclimatizagdo com concentragdes crescentes de arsénio na forma
de Na,HAsO,. 7H,0.

Os valores das concentragcbes de As utilizadas para os diferentes
tratamentos foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de As
total para lancamento de efluentes em corpos d’agua doce (BRASIL, 2005).
Nesse caso, 0 VMP segundo esta legislagio é de 0,5 mg L™ (Tabela 1).
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O experimento teve duracdo de 30 dias, sendo o delineamento
inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeticbes. A parcela

experimental constituiu-se de uma bandeja com trés plantas.

Tabela 1 Concentracdes de As utilizadas no experimento

Tratamento Concentracdes de As (mg L™)
T1 (Controle) 0,00
T2 0,25
T3 0,50
T4 1,00
T5 2,00
T6 4,00

2.3 Analises de crescimento

Foram selecionadas e coletadas cinco plantas por tratamento em dois
tempos: tempo um, no inicio do experimento e tempo dois, apds 30 dias, ao final
do experimento. As plantas foram separadas em folha, caule e raiz. A area foliar
foi obtida a partir de fotografias de todas as folhas de cada planta e a
mensuracdo do somatorio das areas dessas folhas utilizando-se o software de
analise de imagens Image Tool versdao 3.0 (UTHSCSA..., 2002). Em seguida,
todo o material foi colocado em estufa de circulacdo forcada a 60 °C até peso
constante. Os dados de massa seca da folha, caule e raiz foram obtidos em
balanca analitica.

Os dados de massa seca e area foliar foram utilizados para obtencdo das
variaveis de crescimento, de acordo com o software proposto por Hunt et al.

(2002). As variaveis avaliadas foram: taxa de crescimento relativo (TCR), razdo
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de éarea foliar (RAF), area foliar especifica (AFE), taxa assimilatoria liquida
(TAL) e razdo raiz/parte aérea.

2.4 Andlises de trocas gasosas

Aos 20 dias de exposicdo aos tratamentos de arsénio foram avaliadas as
caracteristicas de trocas gasosas das plantas através de um analisador de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA) modelo LCA4-ADC- INSTRUMENTAL.
Avaliou-se 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 repeticdo por tratamento. As analises

foram realizadas no periodo da manha entre 9 e 11 horas.

2.5 Analises anatomicas

Ao final do periodo experimental, cinco plantas por tratamento foram
coletadas, lavadas em agua corrente e fixadas em F.A.A.;o - (formaldeido,
acido acético glacial p.a. e etanol 70%, na proporcdao de 0,5: 0,5: 9) por um
periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Foram realizadas seccGes paradérmicas e transversais da folha e
transversais da raiz. As sec¢des paradérmicas das faces abaxial e adaxial obtidas
com l&minas de ago foram clarificadas em solucéo de hipoclorito de s6dio 50%,
lavadas em 4agua destilada e coradas com solugdo de safranina 1,0%
(JOHANSEN, 1940). As seccdes transversais da folha foram retiradas da regido
mediana contendo a nervura central, sendo obtidas com auxilio de micrétomo de
mesa modelo LPC. As seccOes transversais foram clarificadas em solucéo de

hipoclorito de sodio 50,0%, lavadas em agua destilada e coradas com solugéo de
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safrablau (safranina 1,0% e azul de Astra 0,1%, na proporcéo de 7:3), segundo
0s métodos descritos por Bukatsch (1972) e Burger e Richter (1991). Nos dois
casos, 0s cortes corados foram montados com lamina e laminula em glicerina
50,0%.

Para as seccdes transversais da raiz fragmentos de cerca de 2,0 cm foram
removidos da regido pilifera da raiz e expostos a uma serie etandlica crescente
para desidratacdo do material (70, 80, 90 e 100%) sob vacuo, a temperatura
ambiente segundo Johansen (1940) com modifica¢cBes. Em seguida o material
foi imerso em solucdo de pré-infiltragdo, composta por etanol 100% e resina
base (1:1), de acordo com as instru¢des do fabricante (kit Historesina Leica) por,
pelo menos, 24 horas. Apds esse periodo, prosseguiu-se a infiltracdo em resina
base por mais 24 horas sob vacuo a temperatura ambiente. Para a polimerizacdo
utilizou-se o kit Historesina (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). Os
cortes foram feitos em microtomo de deslizamento na espessura de 5,0 um,
sendo em seguida corados em solucdo de Azul de Toluidina 1% (FEDER;
O'BRIEN, 1968).

As laminas foram fotografadas em camera Moticam 2500 acoplada ao
microscépio modelo Olympus CX41 e as andlises realizadas em um software de
analise de imagens Image Tool verséo 3.0 (UTHSCSA.., 2002). As
caracteristicas anatdmicas avaliadas na folha em seccdo transversal foram:
espessura da epiderme na face abaxial (EAB), espessura da epiderme na face
adaxial (EAD), espessura do limbo (LM), espessura do parénguima clorofiliano
(PC), area do conjunto de células buliformes por campo (ACB), nimero de
conjuntos de células buliformes por mm™ de folha (NCB), distancia entre os
feixes vasculares (DF), nimero de feixes vasculares por mm™ de folha (NF),
espessura da cuticula (CT) e area de esclerénquima por campo (ECL). Em
seccdo paradérmica foram avaliadas em ambas as faces da epiderme: densidade

estomética (DE), indice estomatico (IE), didmetro polar (POL) e equatorial
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(EQU) dos estbmatos e funcionalidade estomatica (FUN). Na raiz foram
avaliados: espessura da epiderme (EP), espessura da exoderme (EX), espessura
da endoderme (ED), proporcéo entre a area do cilindro vascular e a area total da
raiz (ACAT), propor¢do de aerénquima no cortex (PAR), espessura do cortex
(ECX) e indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC). O IVC foi calculado
segundo Carlquist (1975), as proporcdes de aerénquima segundo Pereira et al.
(2008) e a DE € o IE segundo Castro, Pereira e Paiva (2009).

2.6 Analises do sistema antioxidante enzimatico

Ao término do experimento, amostras de folhas e raizes foram coletadas
no periodo da manhd, armazenadas em nitrogénio liquido e preservadas em
freezer -80°C até a data das anélises.

Para a extragdo enzimatica, utilizaram-se 0,2 g de folhas e de raizes,
maceradas em nitrogénio liquido com adicdo de 1,5 mL do tamp&o de extragdo
contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15,0 pL de
EDTA 0,1 M (pH 7,0), acido ascorbico 0,001 M e 12 mg de PVVPP. O extrato foi
centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4°C e sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C até o periodo das andlises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nos ensaios enziméticos da dismutase do superéxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducédo do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977), com modificagdes. Foram adicionados 10,0 uL do extrato enzimatico a
190,0 pL do meio de incubag¢do composto por: tampéo fosfato de potassio 50,0
mM (pH 7,8), metionina 14,0 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75,0 uM e riboflavina

2,0 uM. A placa de acrilico UV contendo o0 meio de incubagdo mais amostra foi
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iluminado com lampada fluorescente de 20 W por 10 minutos. Para o controle,
utilizou-se 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra, que foi mantido no escuro.
As leituras foram realizadas a 560 nm em espectrofotdbmetro ELISA e o célculo
da enzima foi feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com
extrato enzimatico — A560 controle sem extrato enzimatico) / (A560 controle
sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz
de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢6es do ensaio.

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo Havir e McHale
(1987), em que uma aliquota de 10,0 puL do extrato enzimético foi adicionada a
190,0 pL do meio de incubacéo contendo 100,0 pL de fosfato de potassio 200,0
mM (pH 7,0) e 10,0 uL de peréxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C.
A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a
240,0 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de
peréxido de hidrogénio através do espectrofotdbmetro de ELISA. O coeficiente
de extingdo molar utilizado foi 36 mM™cm™ corrigido para 18 mM™cm™ uma
vez que 0s pogos da placa UV possuem 0,5 cm de comprimento.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290,0 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 10,0 uL do extrato enzimético foi adicionada a 190,0 pL de tampéo
de incubagdo composto por 100,0 pL de fosfato de potassio 200,0 mM (pH 7,0),
10,0 pL de &cido ascorbico 10,0 mM e 10,0 pL de perdxido de hidrogénio 2,0
mM (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi
2,8 mM-1cm-1 corrigido para 1,4 mM-1cm-1 uma vez que 0s pogos da placa

UV possuem 0,5 cm de comprimento.
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2.7 Citometria de fluxo

Para quantificacdo do conteddo de DNA foram utilizadas cinco folhas
jovens de P. aguaticum por tratamento. Para a analise de citometria de fluxo, as
mostras de P. aguaticum, juntamente com o padrdo de referéncia (Pisum
sativum) foram dissociadas com auxilio de um bisturi em uma placa de petri
(GALBRAITH et al., 1983), sob gelo triturado, contendo 1,0 mL de tampéo de
extracdo LBO1 gelado, para a liberagdo dos ndcleos (DOLEZEL et al., 1989). A
suspensdo obtida foi filtrada em uma malha de nailon de 50,0 um e corada com
25,0 pL de iodeto de propideo (1,0 mg mL™) acrescentando-se, em seguida, 5
pL de RNAse do tipo I e, finalmente, armazenadas em tubos de poliestireno no
escuro e refrigeradas até o momento da analise em citdmetro Facs Callibur 4
cores. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell Quest e analisados no
programa WinMDI 2.8 (2009).

O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se
a razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nlcleos que estdo
na fase G1 da interfase) do padrdo de referéncia e dos nlcleos G1 da amostra,

multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrdo de referéncia
(9,09 pg).

2.8 Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente testados quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e, em seguida, submetidos a analise de varidncia e a
comparagdo das médias pelo teste de Scott-Knott para P < 0,05 ou regressdo
com auxilio do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados para as analises de crescimento das plantas
realizadas em dois tempos evidenciaram alterac@es significativas na maioria das
variaveis, em decorréncia da presenca de arsénio. A taxa de crescimento relativo
(TCR) apresentou uma reducdo na presenca do arsénio. De modo semelhante, na
razdo de area foliar (RAF) observou-se um comportamento decrescente com a
elevagdo das concentragdes de arsénio. A éarea foliar especifica AFE e AF
demonstrou uma queda com o0 aumento da concentracdo desse metaloide. A
razdo raiz/parte aérea (Fc= 0,698 e P= 0,63), com média de 1,59 g g* e a taxa
assimilatdria liquida (Fc= 3,202 e P= 0,0234) com média de 0,000017 g mm’
2dia™* ndo foram afetadas pelas diferentes concentrages de arsénio (Figura 1).

Taxa de Crescimento relativo B Razio de Area Foliar
S0
y=-0,0234x2+0,0143x+ 0,0742 g0
; iy e 70 y=18487x?-68271x+ 72,186
o 60 R*=0,3683
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Figura 1 Analises de Crescimento de plantas de Panicum aquaticum sob concentragGes
crescentes de arsénio. A= Taxa de Crescimento relativo, B= Razdo de Area
Foliar, C= Area Foliar Especifica, D= Area foliar. Cada ponto no grafico
refere-se a média de cinco repeti¢des em dois tempos de coleta.
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Diferentes autores observaram que uma alta concentracdo de arsénio é
toxica para a maioria das plantas, uma vez que interfere em processos
metabolicos e inibe seu crescimento e desenvolvimento (MATEOS-NARANJO;
ANDRADES-MORENO; REDONDO-GOMEZ, 2012). A diminuicdo do
crescimento € atribuida, muitas vezes, a reducdo na assimilacdo de carbono pela
fotossintese (MATEOS-NARANJO; ANDRADES-MORENO; REDONDO-
GOMEZ, 2012), decorrente de uma limitacdo estomatica (FLEXAS;
MEDRANO, 2002), ou em termos de fixacdo de CO,, transporte de elétrons,
fotofosforilagdo e atividade enzimatica (MATEOS-NARANJO; ANDRADES-
MORENO; REDONDO-GOMEZ, 2012). No entanto, a taxa fotossintética (Fc=
0, 478 e P=0, 7894), com média de 0,03 umol m?2s? acondutancia estomatica
(Fc= 0,2 e P= 0, 9593), com média de 0,06 mmol m? s e a relagdo Ci/Ca (Fc=
2,205 e P=0, 0871), com média de 0,26 além da taxa transpiratoria (Fc= 0, 444
e P= 0, 8131), com média de 0,007 mmol m? s* ndo foram afetadas em
nenhuma das concentracdes de arsénio.

Sabe-se, entretanto, que plantas sob estresse, geralmente, apresentam
alta taxa de respiracdo, causando alteracGes no crescimento com maior perda de
carbono e reducgdo no acumulo de biomassa. De acordo com Flexas et al. (2006),
do total de carbono assimilado na fotossintese, geralmente mais que a metade €
perdida nos processos respiratorios necessarios ao crescimento € a manutengdo
do metabolismo vegetal; porém esse equilibrio pode mudar sob estresse.Talvez
seja esse 0 caso da reducdo no crescimento de P. aquaticum na presenga de
arsénio.

Embora a taxa fotossintética tenha sido mantida, a queda na RAF, na AF
e na AFE, provavelmente afetaram o crescimento, uma vez que a RAF constitui-
se em um dos componentes responsaveis pelo incremento de biomassa avaliado
como TCR (SINGH; AGRAWAL, 2010), e sofre varia¢cdes em funcdo da AFE
(PINZON-TORRE; SCHIAVINAT, 2008).
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Considerando que a TAL descreve a eficiéncia de producédo liquida do
aparelho assimilatério, ou seja, a fotossintese por unidade de éarea foliar
(PINZON-TORRE; SCHIAVINAT, 2008), é provavel que a sua falta de
alteracdo ao longo dos tratamentos tenha sido favorecida pela manutencéo da
fotossintese apesar da reducdo na RAF e na AFE.

A manutencdo da fotossintese em P. aquaticum na presenca de arsénio
contraria varios estudos que demonstraram um declinio nas taxas fotossintéticas
(MATEOS-NARANJO, ANDRADES-MORENO; REDONDO-GOMEZ, 2012;
WANG et al., 2012) como resultado da toxidez desse metaloide. Segundo Wang
et al. (2012), idealmente, os principais processos da planta, como fotossintese
ndo devem ser perturbados quando expostas a altas concentragdes de arsénio.
Além disso, segundo Stoeva e Bineva (2003), estresse por arsénio podem levar a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e causar estresse oxidativo,
podendo prejudicar as membranas dos cloroplastos. No entanto, a resposta do
aparelho fotossintético observada em P. aquaticum, provavelmente, reflete a
acdo do sistema antioxidante, uma vez que nao foi verificado efeito dos
tratamentos sobre esses processos, sugerindo que a fase fotoquimica da
fotossintese pode ndo ter sofrido inibices (PEREIRA et al., 2011).

A relacéo raiz/parte aérea comprova que as modificacdes sofridas pelo
incremento de biomassa em P. aquaticum como consequéncia da contaminacdo
por arsénio seguiram padrdes semelhantes entre raiz e parte aérea.
Diferentemente, Melo et al. (2010) verificou um aumento da relagdo raiz/parte
aérea em funcdo de doses crescentes de arsénio em Eucalyptus grandis e E.
cloeziana, indicando um prejuizo a producéo da planta.

P. aquaticum apresentou epiderme unisseriada e conjuntos de células
buliformes na face adaxial; folhas anfiestomaticas com estdmatos em alteres e

papilas na face adaxial e abaxial; clorénquima compacto e radiado em torno dos
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feixes vasculares, denotando a estrutura Kranz, de acordo com o descrito por
Guglieri, Longhi-Wagner e Zuloaga (2007).

A maioria das caracteristicas dos tecidos foliares em seccdo transversal
foi afetada pelas diferentes concentracGes de arsénio. As espessuras da epiderme
na face abaxial (EAB), do limbo foliar (LM) e parénquima clorofiliano (PC)
apresentaram um aumento nas concentracdes de 0,25 e 0,5 mg L™, seguido de
uma reducdo nas concentracdes mais elevadas de arsénio. Ao passo que a
espessura da epiderme na face adaxial (EAD) foi diferente e menor apenas na
concentragdo de 1,0 mg LY A presenca do metaloide, de um modo geral,
promoveu um aumento nos valores das médias da area de conjunto de células
buliformes (ACB). A distancia (DF) e nimero (NF) de feixes vasculares também
sofreram modificacbes em decorréncia dos tratamentos, apresentando valores
maiores na concentracdo de 2,0 mg L™ e nas concentracdes de 0,0 e 1,0 mg L™,
respectivamente. A concentracdo mais elevada de arsénio promoveu maior
espessura da cuticula (CT) e area de esclerénquima (ECL). Somente no nimero
de conjunto de células buliformes (NCB) ndo se verificou diferengas
significativas causadas pelos tratamentos (Figura 2 e Tabela 2).

Uma importante funcdo da epiderme foliar é a realizagdo de trocas
gasosas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Desse modo, modificagcdes na
espessura da epiderme, assim como da cuticula podem afetar a resisténcia a
difuséo de CO, (MIYAZAWA; TERASHIMA, 2001) e a transpiracdo (GRISI et
al., 2008). Entretanto, como referido anteriormente, ndo foram detectadas
influéncia dos tratamentos na taxa transpiratéria e na relacdo Ci/Ca. Da mesma
forma, as modificacBes na espessura do limbo e do parénquima clorofiliano,
apresentadas por P. aquaticum ndo foram suficientes para afetar a
disponibilidade de CO, na folha, apesar de seu importante papel nesse aspecto
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).
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O aumento do esclerénquima sob a concentragdo mais elevada do metal
pode estar relacionado com a adsorcdo de metais nas paredes celulares,
constituindo uma via alternativa para alocacdo destes ions e impedindo sua
translocacdo para tecidos fotossintéticos (GOMES et al., 2011). De fato, a
distribuicdo entre os tecidos da folha tende a ocorrer de forma a minimizar a sua
concentracdo no parénquima clorofiliano, prevenindo danos a fotossintese
(COSIO; VOLLENWEIDER; KELLER, 2006 et al., 2006; GOMES et al.,
2011). Essa hipdtese pode justificar as modificacdes observadas nos tecidos
foliares de P. aquaticum, que, além disso, podem ter promovido esclerofilia na

folha, uma vez que a area foliar foi reduzida.
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Figura2 SecgBes transversais de folhas de Panicum aquaticum submetidas a
concentracdes crescentes de arsénio. EAD= epiderme face adaxial, EAB=
epiderme face abaxial, PC= parénquima clorofiliano, CB= células buliformes,
FV= feixe vascular. A= 0,0 mg L?, B= 0,25 mg L™, C= 0,50 mg L, D= 1,00
mg L™, E= 2,00 mg L™, F= 4,00 mg L™. Barras= 100 um.
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Tabela 2 Caracteristicas dos tecidos foliares em secgdo transversal de Panicum aquaticum sob concentragdes crescentes de arsénio

:
As mg L'l( = LE)AB EAD LM PC ACB ___NCB __DF __NF__ CT ECL
(um) (um) (um) () (um?) (um) (um)  (um?)

0,00 1437b  1248a 188,280 141,12b 2210,6lb  O6a  56,06b 07a  572b  1134,60d

0,25 1589a  1312a 203,57¢ 153,84 289453b 06a  6097b 06b  571b  1437,55c

0,50 16,242 1244a 208,86 156,012 3231,18a 06a 6417b 06b  561b  1709,72b

1,00 1397b  11,35b  196,11b 147,28b 2681,97b 06a 5857b 07a  584b  1802,73b

2,00 1494b  1228a 19697b 14871b 3112,76a 06a 827la 06b  582b  1596,22b

4,00 1533 12,952 192,65b 14522b 3066,93a 06a  6536b 06b  626a  1999,99a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%). EAB= espessura da epiderme da face abaxial,
EAD-= espessura da epiderme da face adaxial, LM= espessura do limbo, PC= espessura do parénquima clorofiliano, ACB= area de
conjunto de células buliformes por campo, NCB= ntimero de conjunto de células buliformes (por mm™ de folha), DF= distancia entre
os feixes vasculares, NF= niimero de feixes vasculares (por mm™ de folha), CT= espessura da cuticula, ECL= &rea de esclerénquima.
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As células buliformes, ou células motoras, estdo agrupadas em
determinados pontos da epiderme de folhas de poaceas e por mudangas de
turgor, estdo envolvidas no movimento da folha, promovendo seu dobramento
de acordo com as condi¢des ambientais (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009;
HABERLANDT,1914). Embora ndo tenham variado em nimero, 0s conjuntos
de células buliformes de P. aquaticum apresentaram um aumento em area
ocupada no limbo foliar. Isso sugere, provavelmente, um aumento no volume
das células, e consequentemente uma maior abertura da folha, permitindo maior
exposicdo de area foliar e compensando a reducdo dessa caracteristica.

O estudo das caracteristicas anatdmicas da folha de P. aquaticum em
seccdo paradérmica ndo demonstrou modificagdes decorrentes dos tratamentos
na densidade estomatica (DE), diametro polar (POL) e equatorial (EQU) e
funcionalidade estomatica (FUN) na face abaxial e em EQU na face adaxial das
folhas dessas plantas.

Na face abaxial, o indice estomatico (IE) apresentou um aumento na
presenca do arsénio, sendo sua maior média na concentragéo de 2,0 mg L™.
Enquanto que na face adaxial, o IE, de um modo geral, sofreu um aumento nas
maiores concentragdes do elemento. Ainda na face adaxial, a DE demonstrou
uma reducdo nas concentragdes de 0,25 e 1,0 mg L™. A presenca de arsénio em
concentragdes intermediarias promoveu aumento no POL e na FUN, seguidos de
um decréscimo nas concentra¢fes mais elevadas do metaloide (Tabela 3).

Ainda na epiderme, em sua face abaxial, 0 aumento do IE na presenca
de arsénio, pode ser um indicio de influéncia desse metal na diferenciagdo das
células para formag&o dos estbmatos. Pereira et al. (2011) verificaram resultados
semelhantes em plantas de aguapé na presenca de arsénio. Na face adaxial,
modificagdes no ndmero e no tamanho dos estdmatos foram observadas na
presenca do metal, 0 que determinou alteracbes em sua densidade e

funcionalidade. Isso estda de acordo com Castro, Pereira e Paiva (2009) que
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afirmam que condigdes ambientais alteram o tamanho e a densidade dos

estdmatos, com o intuito de auxiliar a planta na tolerancia desta condicéo.

Tabela3 Caracteristicas da epiderme foliar em seccdo paradérmica de Panicum
aquaticum sob concentracdes crescentes de arsénio (mg L™)

FACE ABAXIAL

Asmg L™ DE IE (%) POL (um) EQU (um) FUN
0,00 100a 0,21c 34,46a 21,95a 1,58a
0,25 091a 0,22c 34,69a 21,69a 1,60a
0,50 096a 0,23b 34,81a 23,04a 1,52a
1,00 089a 0,23b 34,56a 22,13a 1,56a
2,00 098a 0,25a 34,94a 22,45a 1,56a
4,00 089a 0,24b 35,9%4a 21,93a 1,64a

FACE ADAXIAL

Asmg L™t DE IE (%) POL (um) EQU (um) FUN
0,00 145a 0,27b 29,87b 20,21a 1,49b
0,25 126b 0,27b 31,45a 19,69a 1,60a
0,50 148a 0,29a 29,88b 19,51a 1,54a
1,00 132b 0,27b 31,75a 19,99a 1,59a
2,00 153a 0,30a 29,52b 20,42a 1,45b
4,00 154a 0,30a 29,31b 19,83a 1,48b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, %).
DE= densidade estomatica (por mm? de folha), IE= indice estoméatico, POL= diametro
polar dos estdmatos, EQU= didmetro equatorial dos estdmatos, FUN= funcionalidade

estomatica (relacdo POL/EQU).
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P. aquaticum possui epiderme radicular uniestratificada, exoderme
formada por células de paredes espessadas e endoderme unisseriada. O seu
cortex é composto por aerénguimas constitutivos.

Na anatomia da raiz de P. aquaticum, todas as caracteristicas avaliadas
foram afetadas pela presenca do arsénio. A espessura da epiderme (EP)
apresentou uma reducdo na concentracdo de 1,0 mg L™, sendo os demais
tratamentos considerados iguais. As diferentes concentracdes de arsénio
promoveram a reducdo na espessura da exoderme (EX) e na espessura da
endoderme (ED), uma vez que as médias dos tratamentos contendo o metaloide
foram consideradas iguais entre si e menores que o tratamento controle. Na
concentracio de 0,25 mg L™ foi possivel verificar uma redugéo significativa na
média da proporcdo entre a area de cilindro vascular e a area total da raiz
(ACAT), diferindo das demais médias que foram consideras iguais. Do mesmo
modo, os valores para a propor¢do de aerénquima no cortex (PAR) foram
menores na concentragdo de 0,25 mg L™, assim como & 1,0 mg L™ de arsénio. A
espessura do cortex (ECX) sofreu uma reducdo na presenca do metaloide. E o
indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) demonstrou tendéncia ao aumento

nas concentracdes mais elevadas do elemento (Figura 3,4 e 5 e Tabela 4).
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Figura3 Espessura do cortex (A) e indice de vulnerabilidade de Carlquist (B) em
plantas de Panicum aquaticum submetidas a crescentes concentracdes de
arsénio.
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Figura4 Secgles transversais de raizes de P. aquaticum submetidas a crescentes
concentracdes de arsénio. EP= epiderme, EX= exoderme, ED= endoderme,
AE= aerénquima, CV= cilindro vascular. A= 0,0 mg L™, B=0,25mg L™, C=
0,50 mg L, D=1,00 mg L™, E= 2,00 mg L™, F= 4,00 mg L. Barras= 100
pm.
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Tabela 4 Caracteristicas dos tecidos radiculares em seccdo transversal de Panicum
aquaticum sob concentracdes crescentes de arsénio (mg L™)

AsmgL™* EP (um) EX (um) ED (um) ACAT PAR
0,00 41,26a 26,62a 15,592 0,06a 0,83a
0,25 44,01a 23,38b 11,69b 0,04b 0,81b
0,50 38,66a 22,63b 11,69b 0,05a 0,85a
1,00 33,13b 21,05b 11,75b 0,06a 0,76b
2,00 40,99a 23,66b 12,59b 0,06a 0,85a
4,00 41,84a 23,94b 11,35b 0,06a 0,85a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
EP= espessura da epiderme, EX= espessura da exoderme, ED= espessura da endoderme,
ACAT= proporcéo entre a area do cilindro vascular e a &rea total, PAR= proporcao de

aerénquima no cortex.
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Figura5 Detalhe da endoderme (A e B) e exoderme (C e D) da raiz de Panicum
aquaticum sob contaminacao por arsénio. Ae C= 0,0 mg L™; B e D= 4,0 mg
L. Barras= 100 pm.

A reducdo da espessura da exoderme e da endoderme de P. aquaticum
nos tratamentos contendo arsénio pode representar um indicio de toxicidade,
uma vez que sdo consideradas adaptacGes importantes para a tolerancia das
plantas a fatores de estresse, como metais pesados, por funcionarem como
barreiras apoplésticas (MARQUES et al., 2011). Essa redugdo, provavelmente,
favoreceu a translocagdo de arsénio para a parte aérea. Resultados contrastantes
foram encontrados em aguapé, onde a endoderme tornou-se 21,6% mais espessa
nos tratamentos com arsénio, em relagdo ao controle (PEREIRA et al., 2011).

Embora tenha ocorrido uma redugdo na espessura do cortex ao longo
dos tratamentos, a proporcao entre a area do cilindro vascular e a érea total foi

pouco afetada. Nesse caso a proporg¢do entre os tecidos radiculares sofreu poucas
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alteracbes, contrariando autores que afirmam ser esta uma consequéncia de
exposicdo continua aos metais pesados (LUX et al., 2011; VACULIK et al.,
2012).

Aerénquimas fornecemum  caminhode baixa resisténcia interna
para o movimento de O, (e outros gases) entre a parte aérea e a extremidade da
raiz em plantas de ambiente alagado (LI et al., 2011). Nesse sentido, a reducédo
na propor¢do de aeréngquima pode ter afetado o crescimento das plantas.

O IVC pode ser influenciado por condi¢gdes ambientais, constituindo-se
em um indice que detecta a wvulnerabilidade do xilema a embolias
(CARLQUIST, 1975; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Desse modo, P.
aquaticum apresentou menor eficiéncia na condutividade hidraulica na presenca
de arsénio, sendo esta uma caracteristica de toxicidade, causando prejuizos a
translocacdo de nutrientes a parte aérea e contribuindo para a reducdo na RAF e
na TCR.

Em relagdo as enzimas do sistema antioxidante, apenas a atividade da
catalase (CAT) na folha foi afetada pelas diferentes concentracbes de metal.
Nesse caso, observou-se um aumento da atividade nas menores concentracoes,
atingindo a maior atividade sob 1,0 mg L™ de arsénio, seguida de uma queda a
valores iguais ao controle nas duas concentragdes mais elevadas do metaloide
(Figura 6). As atividades da CAT na raiz (Fc= 0, 776 e P= 0, 5854), da
peroxidase do ascorbato na folha (Fc=1, 121 e P= 0, 4001) e na raiz (Fc= 0, 885
e P= 0, 5284) e da dismutase do ion superédxido na folha (Fc= 2, 504 e P= 0,
0895) e na raiz (Fc= 0, 770 e P= 0, 5890) ndo apresentaram modificacdes

significativas entre os tratamentos.
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Figura6 Atividade da Catalase na folha de Panicum aquaticum sob crescentes
concentragdes de arsénio.

Dentre os varios processos bioquimicos e fisioldgicos, 0 comportamento
do sistema antioxidante é fundamental no entendimento da tolerancia das plantas
ao arsénio (VALKO et al., 2006). Entretanto, a auséncia de modifica¢cdes na
atividade da SOD, da APX e da CAT na raiz nas crescentes concentracdes do
metaloide contraria essa hipotese em P. aquaticum. Os resultados encontrados
fornecem indicios de que tais enzimas foram pouco responsivas ao estresse por
arsénio ao ndo alterarem sua atividade diante do aumento das concentragdes do
metaloide, permitindo a acdo das EROs sobre processos cruciais, prejudicando o
crescimento e a quantidade de DNA.

Diante do comportamento demonstrado pela SOD e APX, é possivel
inferir que a remocgéo dos EROs formados em resposta ao estresse, foi realizada
de modo mais eficiente pela CAT na folha em concentragfes intermediarias.
Provavelmente, a atividade da CAT foliar tenha sido aumentada em detrimento a
APX como mecanismo compensatorio (VANDENABEELE et al., 2004), visto a
necessidade do equilibrio das enzimas CAT e APX, essencial ao controle de
EROs (BOWLER et al., 1991), uma vez que ambas agem sobre o perdxido de
hidrogénio. Entretanto, a posterior redugdo sofrida pela atividade da CAT na
folha sob maiores concentracdes de arsénio pode ser um indicio de inibicéo,
tanto pela quantidade limitada da enzima disponivel, quanto por inibi¢cdo em sua

sintese (OLIVEIRA, 2010), demonstrando sinais de toxicidade do arsénio.
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Segundo Toppi e Gabrielli (1999) a presenca de metais pesados altera a
atividade das enzimas antioxidantes podendo inibi-las ou estimula-las.
Provavelmente, outros componentes do sistema antioxidante atuaram para
minimizar a acdo danosa das EROs, principalmente, em relacdo a fotossintese.

No caso das andlises de citometria de fluxo, observou-se menor
quantidade de DNA nas plantas submetidas a 2,0 mg L™ de arsénio (Tabela 5 e
Figura 7 e 8).

Como relatado anteriormente, uma consequéncia comum de estresse
biético ou abiotico, como os provocados pelo arsénio, é o aumento significativo
na producdo de espécies reativas de oxigénio, seguida por uma situacdo
conhecida como estresse oxidativo, responsaveis por injdrias em membranas
lipidicas, proteinas e no DNA (PINTO et al., 2003). A reducdo no teor de DNA
verificada nas plantas de P. aquaticum submetidas a maiores concentragdes de
arsénio provavelmente fornece um indicio de que esse elemento causou algum
dano ou reducdo na sintese de DNA, como observado por Gichner et al. (2004)
ao avaliarem o efeito do cadmio em tabaco. Essa reducdo, portanto, pode ser
reflexo da reduzida resposta das enzimas do sistema antioxidante avaliadas, e ter
afetado o crescimento de P. aquaticum, assim como foi observado por Monteiro
et al. (2010) em Lactuca sativa na presenca de cadmio.

Além disso, segundo Patra et al. (2004), o arsénio pode substituir o
fosforo em grupos fosfatos do DNA, por suas semelhangas quimicas com esse
elemento. Provavelmente, essa substituicdo causaria reducdo na quantidade de
DNA, o que pode ser outro fator determinante para os resultados observados.

Vale ressaltar que o coeficiente de variacdo (CV) & um critério
elementar na validagdo de métodos citoldgicos e definem uma gama de valores
entre 1 e 2% para andlises de alta qualidade e 3% como um valor de rotina
(MARIE; BROWN, 1993). Por outro lado, um CV < 5% pode ser aceitavel
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(GALBRAITH et al., 1983), o que permite considerar os CVs observados para

as amostras de P. aquaticum, como aceitaveis.

Tabela 5 Quantidade de 2C de DNA e coeficiente de variagdo obtidos por meio da
técnica de citometria de fluxo para Panicum aquaticum sob concentracGes
crescentes de arsénio (mg L™)

AsmgL™* DNA (pg) CV (%)
0,00 3,38 0,91
0,25 3,30 0,57
0,50 3,14 0,73
1,00 3,22 0,73
2,00 2,71 0,68
4,00 3,21 0,58

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).

Quantidade de DNA
4,00

3,50
*
5,00 b\‘\.‘\—/’/
*
02,50
= 2,00
=
30 y=0,1163x2-0,5239x+ 3.4235
1,00 R:=0,17
0,50
0,00
0,00 1,00 2.00 3.00 400 5.00

Concentragio de arséniomg L'

Figura 7 Quantidade de 2C de DNA obtidos por meio da técnica de citometria de fluxo
para Panicum aquaticum sob concentracfes crescentes de arsénio.
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Figura8 Histogramas de citometria de fluxo em nucleos de Panicum aquaticum sob
concentracdes crescentes de arsénio. A= 0,0 mg L™, B= 0,25 mg L™, C= 0,50
mg L™, D=1,00 mg L™, E= 2,00 mg L, F= 4,00 mg L™. O primeiro pico em
cada histograma é referente ao pico G1 das plantas de cada tratamento e o
segundo pico G1 e da amostra de referéncia. Eixo das abscissas representa a
quantidade de DNA e o das ordenadas, o0 nimero de nucleos.
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5 CONCLUSAO

Em concentragcbes mais elevadas de arsénio ha reducdo na taxa de
crescimento relativo, razdo de area foliar e area foliar especifica, embora a
fotossintese e a taxa assimilatéria permanecam inalteradas.

A anatomia é modificada negativamente, principalmente pela redugédo na
espessura das barreiras apoplasticas na raiz. As enzimas do sistema antioxidante
avaliadas sdo pouco responsivas ao estresse imposto pelo arsénio, ou inibidas
por altas concentragdes do metaloide, no caso da catalase, permitindo a acdo
danosa de EROs. A quantidade de DNA também ¢é afetada nas maiores
concentragdes de arsénio.

Desse modo, Panicum aquaticum demonstra-se parcialmente tolerante
ao arsénio em suas menores concentracOes e apresenta evidéncias de toxicidade

nas maiores concentrac@es de arsénio avaliadas.
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ARTIGO 3

Respostas fisioldgicas, anatbmicas e da quantidade de DNA de plantas de

Panicum aguaticum cultivadas na presenca de chumbo
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RESUMO

O chumbo é considerado um dos metais pesados mais perigosos que
poluem o meio ambiente, por isso, novas técnicas para sua remocao Sdo
necessarias. Entre essas encontra-se a fitorremediacdo que utiliza plantas para a
remocdo de poluentes do solo e da agua a baixo custo. Nesse sentido, este
trabalho teve por objetivo avaliar a fisiologia, a anatomia e a quantidade de
DNA de Panicum aquaticum submetida & contaminacdo por Pb. As plantas
foram cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon em casa de
vegetacdo por 30 dias, sob seis concentracGes de Pb: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0
mg L. Foram realizadas anélises de crescimento, de trocas gasosas, da
anatomia de folhas e raizes, da atividade enzimatica do sistema antioxidante e da
guantidade de DNA. As plantas apresentaram aumento da taxa de crescimento
relativo, da area foliar especifica e da razdo de area foliar. As caracteristicas de
trocas gasosas ndo foram afetadas pela presenca de chumbo. A espessura da
epiderme, em ambas as faces da epiderme foliar, foi reduzida pela presenca do
chumbo; a densidade estomatica foi reduzida na face adaxial e a funcionalidade
estomatica aumentou na face abaxial. As raizes mostraram aumento da espessura
da exoderme, da endoderme e da proporcao de aerénquima no cortex e redugdo
no indice de vulnerabilidade de Carlquist. Das enzimas do sistema antioxidante
avaliadas apenas atividade da CAT nas folhas apresentou modificacdo na
presenca do metal. A quantidade de DNA ndo mostrou altera¢des em quaisquer
concentragdes de chumbo. O comportamento de P. aquaticum diante da
contaminacdo por Pb estd relacionado com mecanismos de tolerdncia sem
prejudicar o crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como quaisquer
sintomas de toxicidade.

Palavras-chave: Panicum aquaticum. Chumbo. Fitorremediacdo. Anatomia.
Fisiologia.



124

ABSTRACT

Lead is considered one of the most hazardous heavy metals that pollute
the environment, and new techniques for lead removal from environment are
necessary. Among this techniques, phytoremediation uses plants for removal of
soil and water pollutants at low cost, This work aimed to evaluate the
physiology, anatomy and DNA content of Panicum aquaticum subject to Pb
contamination. Plants were grown in Hoagland and Arnon nutritive solution at
greenhouse for 30 days under six Pb concentrations: 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0
mg L. Analysis of growth, gas exchanges, leaves and roots anatomy, enzymatic
antioxidant system and DNA content were performed. Plants showed increased
relative growth rate, specific leaf area and leaf area ratio. Gas exchange traits are
not affect lead. Leaf epidermal thickness on both surfaces were reduced by lead;
stomatal density reduced on adaxial surface and leaves showed increased
showed functionality on abaxial surface. Roots showed increased thickness of
the exodermis, endodermis and proportion of aerenchyma in the cortex and
decreased Carlquist vulnerability index. Antioxidant system enzymes only
showed increase in leaves CAT activity. DNA content do not showed changes |
any lead concentrations. P. aquaticum behavior due to lead contamination is
related to tolerance mechanisms, with no prejudices to the growth and
development of plants, as well as any toxicity symptoms.

Keywords: Panicum aquaticum. Lead. Phytoremediation. Ecological Anatomy.
Plant Physiology.
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1 INTRODUCAO

O chumbo, um elemento ndo essencial as plantas, é considerado um dos
mais perigosos metais pesados que poluem o ambiente, sendo originado de
varias fontes como atividades de mineracdo e fundicdo, queima de carvéo,
efluentes das industriais, pesticidas e esgoto (EICK et al., 1999).

O actmulo desse metal no ambiente pode tornar-se perigoso para todos
os tipos de organismo, incluindo as plantas (GICHNER; ZNIDAR; SZAKOVA,
2008). Em plantas, o efeito toxico do chumbo esta relacionado ao retardo da
germinacéo, do crescimento e de processos fotossintéticos, inibi¢do da atividade
enzimatica, desequilibrio hidrico, alteracdo na permeabilidade das membranas e
distUrbios na nutricdo mineral (SHARMA; DUBEY, 2005).

A contaminacdo por metais pesados pode afetar células e tecidos das
plantas. Na raiz, diferentes tecidos agem como barreiras apoplésticas e
simplasticas ao transporte do metal, sendo muitas vezes afetadas em condicdes
de estresse (ISLAM et al., 2008). Nos tecidos foliares podem ocorrer
modificacOes a fim de minimizar danos aos tecidos fotossintéticos, assim como
controlar a transpiragdo que estd intimamente relacionada a absor¢do dos metais
pelaraiz (GOMES et al., 2011).

Danos celulares e ao DNA também podem ocorrer em decorréncia de
estresse oxidativo provocado pela exposi¢cdo a metais pesados (BHAT et al.,
2011), levando a diversas modificagdes genotoxicas (ROLDAN-ARJONA;
ARIZA, 2009).

Muitas espécies da familia Poaceae sdo reconhecidamente bem
sucedidas em ambientes adversos devido ao seu crescimento rapido, sendo que
os diferentes graus de tolerancia dependem de fatores genéticos, do estadio de
desenvolvimento no qual a planta foi submetida ao estresse, do 6rgdo a ser

considerado e da duracéo e intensidade do estresse (MELO et al., 2007). Nesse
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sentido, Panicum aquaticum, pertencente a subfamilia Panicoideae (Poaceae),
possui aspectos favoraveis a fitorremediacdo, sendo encontrada em brejos,
margens de cursos d’adgua, campos, baixadas, e locais imidos em margens de
estradas (GUGLIERI; LONGHI-WAGNER; ZULOAGA, 2007).

H& uma nitida necesidade de se dessenvolver uma tecnologia de baixo
custo e que ndo agrida o meio ambiente, para remover poluentes tanto do solo,
guanto do ambiente aquatico. A fitorremediacdo oferece uma alternativa
interessante (SOOD et al., 2011).

Sabe-se que algumas plantas de ambiente aquatico tem a capacidade de
acumular metais pesados da agua e dos substratos o que as tornam interessantes
na fitorremediacdo desses locais. Assim, a compreensdo dos mecanismos de
tolerancia dessas plantas aos metais pesados fornece importantes subsidios para
a selecdo de espécies para essa finalidade (DENG; YE; WONG, 2009).

Desse modo, considerando o crescente interesse com as questdes
ambientais e o papel que a fitorremediacdo tem exercido nesse cenario, o
presente estudo teve por objetivo avaliar as respostas fisiol6gicas, anatdbmicas e a
quantidade de DNA da macrofita P. aquaticum cultivadas na presenca de

chumbo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do material vegetal

As plantas de P. aquaticum foram coletadas em uma lagoa livre de
aparentes fontes de contaminagcdo por chumbo, localizada no campus da
Universidade Federal de Lavras. Apds a coleta, as plantas foram lavadas e
selecionadas quanto a sua qualidade fitossanitaria e por uniformidade de
tamanho. Em seguida levadas para casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% da forca
ibnica total, juntamente com areia lavada como substrato. Esse periodo de
aclimatizacdo durou o tempo suficiente para obtencdo de geracBes clonais
isentas de qualquer fonte de chumbo enddgena.

2.2 Instalagéo do experimento

As plantas filhas, uniformizadas quanto ao tamanho, foram transferidas
para bandejas plasticas com capacidade para 4,0 L. Cada bandeja contendo 2,0 L
de areia lavada e 2,0 L de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) como
descrita para a aclimatizagdo com concentragdes crescentes de chumbo na forma
de Pb (NO3)s.

Os valores das concentracbes de Pb utilizados para os diferentes
tratamentos foram obtidos com base no valor maximo permitido (VMP) de Pb
total para langamento de efluentes em corpos d’agua doce (BRASIL, 2005).
Neste caso, 0 VMP segundo esta legislagdo é de 0,5 mg L™ (Tabela 1).
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O experimento teve duracdo de 30 dias em delineamento inteiramente
casualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢cdes. A parcela experimental

constituiu-se de uma bandeja com trés plantas.

Tabela 1 Concentrac6es de Pb utilizadas no experimento

Tratamento Concentracdes de Pb (mg L™)
T1 (Controle) 0,0
T2 0,5
T3 1,0
T4 2,0
T5 4,0
T6 8,0

2.3 Analises de crescimento

Foram selecionadas e coletadas cinco plantas por tratamento em dois
tempos: tempo um, no inicio do experimento e tempo dois, apds 30 dias, ao final
do experimento. As plantas foram separadas em folha, caule e raiz. Obteve-se a
area foliar a partir de fotografias de todas as folhas de cada planta e a
mensuracdo do somatorio das areas dessas folhas foi conseguido, utilizando-se o
software de andlise de imagens Image Tool versdo 3.0 (UTHSCSA..., 2002). Em
seguida, todo o material foi colocado em estufa de circulagdo forcada a 60 °C até
peso constante. Os dados de massa seca da folha, caule e raiz foram obtidos em
balanca analitica.

Utilizou-se os dados de massa seca e area foliar na obtencdo das
variaveis de crescimento, de acordo com o software proposto por Hunt et al.

(2002). As variaveis avaliadas foram: taxa de crescimento relativo (TCR), razdo
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de éarea foliar (RAF), area foliar especifica (AFE), taxa assimilatoria liquida
(TAL) e razdo raiz/parte aérea.

2.4 Andlises de trocas gasosas

Aos 20 dias de exposicdo aos tratamentos de chumbo foram avaliadas as
caracteristicas de trocas gasosas das plantas através de um analisador de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA) modelo LCA4-ADC- INSTRUMENTAL.
Avaliou-se 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 repeticdo por tratamento. As analises

foram realizadas no periodo da manha entre 9 e 11 horas.

2.5 Analises anatomicas

Ao final do periodo experimental, cinco plantas por tratamento foram
coletadas, lavadas em agua corrente e fixadas em F.A.A.;o - (formaldeido,
acido acético glacial p.a. e etanol 70%, na proporcdao de 0,5: 0,5: 9) por um
periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em etanol 70% (KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Foram realizadas seccGes paradérmicas e transversais da folha e
transversais da raiz. As sec¢des paradérmicas das faces abaxial e adaxial obtidas
com l&minas de aco foram clarificadas em solugéo de hipoclorito de s6dio 50%,
lavadas em 4agua destilada e coradas com solugdo de safranina 1,0%
(JOHANSEN, 1940). As seccdes transversais da folha foram retiradas da regido
mediana contendo a nervura central, sendo obtidas com auxilio de micrétomo de
mesa modelo LPC. As seccOes transversais foram clarificadas em solucéo de

hipoclorito de sédio 50%, lavadas em agua destilada e coradas com solucéo de
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safrablau (safranina 1,0% e azul de Astra 0,1%, na proporcéo de 7:3), segundo
0s métodos descritos por Bukatsch (1972) e Burger e Richter (1991). Nos dois
casos, 0s cortes corados, foram montados com lamina e laminula em glicerina
50%.

Para as seccdes transversais da raiz fragmentos de cerca de 2,0 cm foram
removidos da regido pilifera da raiz e expostos a uma série etandlica crescente
para desidratacdo do material (70, 80, 90 e 100%) sob vacuo, a temperatura
ambiente (JOHANSEN, 1940). Em seguida o material foi imerso em solugéo de
pré-infiltracdo, composta por etanol 100% e resina base (1:1), segundo as
instrucdes do fabricante (kit Historesina Leica) por 24 horas. Apos esse periodo,
prosseguiu-se a infiltragdo em resina base por mais 24 horas sob vacuo e
temperatura ambiente. Para a polimerizacdo utilizou-se o kit Historesina
(hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). Os cortes foram feitos em
micrétomo de deslizamento na espessura de 5,0 um, sendo em seguida corados
em solugdo de Azul de Toluidina 1,0% (FEDER; O'BRIEN, 1968).

As laminas foram fotografadas em camera Moticam 2500 acoplada ao
microscopio modelo Olympus CX41, sendo as analises realizadas em um
software de andlise de imagens Image Tool versdo 3.0 (UTHSCSA..., 2002). As
caracteristicas anatdmicas avaliadas na folha em secgdo transversal foram:
espessura da epiderme na face abaxial (EAB), espessura da epiderme na face
adaxial (EAD), espessura do limbo (LM), espessura do parénguima clorofiliano
(PC), area do conjunto de células buliformes por campo (ACB), nimero de
conjuntos de células buliformes por mm™ de folha (NCB), distancia entre os
feixes vasculares (DF), nimero de feixes vasculares por mm™ de folha (NF),
espessura da cuticula (CT) e area de esclerénquima por campo (ECL). Em
seccdo paradérmica foram avaliadas em ambas as faces da epiderme: densidade
estomética (DE), indice estomatico (IE), didmetro polar (POL) e equatorial

(EQU) dos estbmatos e funcionalidade estomatica (FUN). Na raiz foram
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avaliados: espessura da epiderme (EP), espessura da exoderme (EX), espessura
da endoderme (ED), proporcéo entre a area do cilindro vascular e a area total da
raiz (ACAT), propor¢do de aerénquima no cortex (PAR), espessura do cortex
(ECX) e indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC). O IVC foi calculado
segundo Carlquist (1975), as proporcdo de aerénquima segundo Pereira et al.
(2008) e a DE € o IE segundo Castro, Pereira e Paiva (2009).

2.6 Analises do sistema antioxidante enzimatico

Ao término do experimento, amostras de folhas e raizes foram coletadas
no periodo da manhad e armazenadas em nitrogénio liquido e preservadas em
freezer -80°C até a data das anélises.

Para a extracdo enzimatica foram utilizadas 0,2 g de folhas e de raizes
maceradas em nitrogénio liquido com adicdo de 1,5 mL do tamp&o de extragdo
contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15,0 pL de
EDTA 0,1 M (pH 7,0), &cido ascérbico 0,001 M e 12,0 mg de PVPP. O extrato
foi centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e
armazenado a -20°C até o periodo das analises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nos ensaios enziméticos da dismutase do superéxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN;
ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducédo do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977), com modificagdes. Foram adicionados 10,0 puL do extrato enzimatico a
190,0 pL do meio de incubag¢do composto por: tampéo fosfato de potassio 50,0
mM (pH 7,8), metionina 14,0 mM, EDTA 0,1 pM, NBT 75,0 uM e riboflavina
2,0 uM. A placa de acrilico UV, contendo 0 meio de incubagdo mais amostra,

foi iluminada com lampada fluorescente de 20 W por 10 minutos. Para o
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controle utilizou-se 0 mesmo meio de reacdo sem a amostra, que foi mantido no
escuro. As leituras foram realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro ELISA e o
célculo da enzima foi feito com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (A560
amostra com extrato enzimatico — A560 controle sem extrato enzimatico) /
(A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢8es do ensaio.

A atividade da enzima CAT foi avaliada segundo Havir e McHale
(1987), em que uma aliquota de 10,0 pL do extrato enzimatico foi adicionada a
190,0 pL do meio de incubacéo contendo 100,0 pL de fosfato de potassio 200,0
mM (pH 7,0) e 10,0 uL de peréxido de hidrogénio 12,5 mM, incubado a 28°C.
A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido
de hidrogénio através do espectrofotdmetro de ELISA. O coeficiente de extingado
molar utilizado foi 36 mM™cm™ corrigido para 18 mM™cm™ uma vez que os
pocos da placa UV possuem 0,5 cm de comprimento.

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 10,0 uL do extrato enzimético foi adicionada a 190,0 pL de tampéo
de incubagdo composto por 100,0 pL de fosfato de potassio 200,0 mM (pH 7,0),
10,0 pL de &cido ascorbico 10,0 mM e 10,0 pL de peréxido de hidrogénio 2,0
mM (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi
2,8 mM“cm™ corrigido para 1,4 mM™cm™ uma vez que os pogos da placa UV

possuem 0,5 cm de comprimento.

2.7 Citometria de fluxo

Para quantificacdo do contetdo de DNA foram utilizadas cinco folhas

jovens de P. aquaticum por tratamento. Para a anélise de citometria de fluxo, as
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mostras de P. aquaticum, juntamente com o padrdo de referéncia (Pisum
sativum) foram dissociadas com auxilio de um bisturi em uma placa de petri,
(GALBRAITH et al., 1983), sob gelo triturado, contendo 1,0 mL de tampéo de
extracdo LBO1 gelado, para a liberacdo dos ndcleos (DOLEZEL et al., 1989). A
suspensdo obtida foi filtrada em uma malha de nailon de 50,0 um e corada com
25,0 pL de iodeto de propideo (1,0 mg mL™) acrescentando-se, em seguida, 5
pL de RNAse do tipo I e, finalmente, armazenadas em tubos de poliestireno no
escuro e refrigeradas até 0 momento da analise em citdbmetro Facs Callibur 4
cores. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell Quest e analisados no
programa WinMDI 2.8 (2009).

O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado através da
razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1(nlcleos que estdo
na fase G1 da interfase) do padrdo de referéncia e dos nlcleos G1 da amostra,
multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrdo de referéncia

(9,09 pg).
2.8 Analises estatisticas

Os dados foram primeiramente testados quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e, em seguida, submetidos a analise de varidncia e a
comparagdo das médias pelo teste de Scott-Knott para P < 0,05 ou regresséo
com auxilio do software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes concentra¢Ges de chumbo afetaram de modo significativo
a maioria das varidveis de analise de crescimento verificadas em dois tempos,
com excecdo da razdo raiz/parte aérea (Fc= 1,658 e P=0,1831), com média de
0,94 g g e da taxa assimilatoria liquida (Fc= 2,167 e P= 0,0918), com média de
0,000006 mm?dia®. A taxa de crescimento relativo (TCR) e a area foliar
especifica (AFE) demonstraram um progressivo aumento na presenga do metal.
De modo semelhante, a razdo de area foliar (RAF) exibiu uma tendéncia a um

aumento em funcéo das crescentes concentraces de chumbo (Figura 1).
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Figural Analises de Crescimento de plantas de Panicum aquaticum sob concentracdes
crescentes de chumbo. A= Taxa de Crescimento relativo, B= Razédo de Area
Foliar, C= Area Foliar Especifica.

O crescimento desempenhado pela planta estd correlacionado ao seu
potencial fitorremediador, regido pela capacidade acumuladora (YADAYV et al.,
2009). Contrariando vérios autores que verificaram uma reducéo no crescimento

de outras espécies causada pelo estresse por chumbo, (SHU et al., 2011; SINGH
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et al., 2010), P. aquaticum demonstrou tolerancia ao metal, com um aumento da
TCR nas plantas sob estresse. Segundo Faquin (2005) o chumbo absorvido se
acumula nas paredes, notadamente das raizes, contribuindo para uma diminuicéao
do seu efeito toxico na planta. A relacdo raiz/parte aérea comprova a auséncia de
efeito do metal sobre a alocacdo de biomassa. De modo diferente, Xiong (1998),
encontrou uma baixa relacdo raiz/parte aérea em Brassica pekinensis, na
presenca de chumbo.

As diferentes concentraces de chumbo ndo afetaram significativamente
a taxa transpiratoria (Fc= 1,706 e P=0,1716), com média de 0,02 mmol m?2sta
condutancia estomatica (Fc= 1,095 e P= 0,3887), com média de 0,79 mmol m2
s, a taxa fotossintética (Fc= 0,802 e P= 0,5591), com média de 0,05 pmol m?s
! e relagdo Ci/Ca (Fc= 0,511 e P= 0,7650), com média de 0,54.

A fotossintese € um dos processos fisioldgicos mais afetados pelos
efeitos toxicos do chumbo, (AHMAD et al., 2011), porém no caso de P.
aquaticum esse efeito tdxico nao foi observado. Isso, provavelmente, é um
indicio de tolerancia da espécie, sendo coerente com os resultados relatados para
TAL. Além disso, sabe-se que uma das formas de inibicdo da fotossintese se da
por meio da inducdo de estresse oxidativo através da producdo de EROs na
presenca de chumbo (ISLAM et al., 2008). Assim, pode—se inferir que o sistema
antioxidante foi capaz de impedir os danos causados por EROs. O aumento da
RAF e da AFE pode também estar relacionado a um mecanismo de manutencéo
da fotossintese sob concentragGes mais elevadas de chumbo.

P. aquaticum apresentou epiderme foliar unisseriada, com conjuntos de
células buliformes em sua face adaxial; estbmatos em alteres e distribuidos nas
duas faces da epiderme (folha anfiestomatica) e papilas na face adaxial;
clorénquima compacto e radiado em torno dos feixes vasculares caracterizando
uma estrutura Kranz, estando de acordo com a descricdo realizada por Guglieri,
Longhi-Wagner e Zuloaga (2007).
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A espessura da epiderme na face abaxial (EAB) apresentou um aumento
apenas na concentragio de 0,5 mg L™, ao passo que a espessura da epiderme na
face adaxial (EAD) sofreu uma reducdo a partir da concentracdo de 1,0 mg L™
A concentracdo de 0,5 mg L™ promoveu um aumento na area de esclerénquima
(ECL). Em relacéo a espessura do limbo (LM), do parénquima clorofiliano (PC),
a &rea (ACB) e nimero (NCB) dos conjuntos de células buliformes, a distancia
(DF) e numero (NF) de feixes vasculares e a espessura da cuticula (CT) nédo
foram observados efeitos significativos dos tratamentos (Figura 2 e Tabela 2).

Condicionada a plasticidade anatdmica algumas espécies desenvolvem
modificagdes nos tecidos foliares que permitem uma melhor adaptagdo as
diferentes condices de estresse (MELO et al., 2007). As modificacdes
observadas na espessura da face abaxial e adaxial da epiderme na presenca do
metal ndo alteraram negativamente as trocas gasosas, podendo até mesmo ter
favorecido a manutencdo da fotossintese. Além disso, a falta de alteracdo na
espessura do limbo do parénquima clorofiliano foi favoravel ao armazenamento
de CO; captado pelos estdbmatos (PEREIRA, 2010), permitindo a manutencao da
relacdo Ci/Ca ao longo dos tratamentos.

A modificacdo no esclerénquima da folha pode ser decorrente de um
mecanismo de tolerancia, no qual o metal pode ser adsorvido nas paredes
celulares como forma de prevenir a sua translocacdo para 0s tecidos
fotossintéticos (GOMES et al., 2011). Nas concentragdes mais elevadas essa
estratégia pode ndo ter sido necessaria, se outros mecanismos da planta tiverem
minimizado a translocacao para a parte aérea, como 0 espessamento de barreiras

apoplasticas na raiz.
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Figura2 Seccdes transversais de folhas de Panicum aquaticum submetidas a crescentes
concentra¢des de chumbo. EAD= epiderme face adaxial, EAB= epiderme face
abaxial, PC= parénquima clorofiliano, CB= células buliformes, FV= feixe
vascular. A=0,0 mg L™, B=0,50 mg L™, C=1,00mg L™, D=2,00mg L™, E=
4,00 mg L™, F=8,00 mg L. Barras= 100 pm.
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Tabela2  Caracteristicas dos tecidos foliares em seccdo transversal de Panicum aquaticum sob concentragfes crescentes de
chumbo (mg L™)

Pb mg EAB EAD LM (um)  PC (um) ACB NCB DF NF CT ECL (pmz)
L* (um)  (um) (um?) (um) (um)
0,00 12,63b 11,18a 179,98a 137,97a  2623,53a 1lla 69,09a 1lla 5,16a  1465,69b
0,50 13,86a 11,58a  186,22a 143,84a 2569,50a 09a 67,72a 10a 537a  1850,49a
1,00 12,85b  10,98b  177,43a  133,17a  2362,33a 10a 63,56a 1lla 5,09a 1367,51b
2,00 12,81b  10,45b  188,83a  144,56a  2813,95a 09a 69,03a 10a 5,29a 1590,83b
4,00 12,17b  09,95b  175,79a 133,94a  2410,63a 10a 64,68a 10a 5,05a 1502,27b
8,00 11,90b  10,06b  184,62a  138,67a  2439,56a 10a 57,83a 1lla 5,5la 1484,99b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%). EAB= espessura da epiderme da face abaxial,
EAD-= espessura da epiderme da face adaxial, LM= espessura do limbo, PC= espessura do parénquima clorofiliano, ACB= area de
conjunto de células buliformes por campo, NCB= ntimero de conjunto de células buliformes (por mm™ de folha), DF= distancia entre
os feixes vasculares, NF= niimero de feixes vasculares (por mm™ de folha), CT= espessura da cuticula, ECL= 4rea de esclerénquima.
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Em relacdo as caracteristicas analisadas em seccdo paradérmica, P.
aquaticum demonstrou influéncia significativa da presenca de chumbo, com
excecdo da funcionalidade estomética (FUN) na face adaxial (Fc= 1,116 e P=
0,3544). Na face abaxial a densidade estomatica (DE) apresentou maiores
médias nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mg L™. Houve uma reducdo nas médias
referentes ao indice estomatico (IE) a partir da concentracdo de 2,0 mg L™ De
modo oposto, o didmetro polar (POL) e equatorial (EQU) evidenciou um
aumento a partir dessa mesma concentracdo. A FUN apresentou um aumento a
medida que as concentracdes do metal ficaram maiores (Figura 3 e Tabela 3).

Na face adaxial houve uma tendéncia a reducéo na DE, assim como no
IE na presenca de chumbo. J4 as plantas submetidas a 2,0 e 4,0 mg L™ de

chumbo exibiram um aumento nas médias de POL e EQU (Figura 3 eTabela 3).
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Figura 3 Funcionalidade estomatica (relacdo POL/EQU) da epiderme na face abaxial
(A), densidade estomatica (B) e indice estomatico (C) da epiderme na face
adaxial de plantas de Panicum aquaticum sob concentragfes crescentes de
chumbo.
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Tabela 3 Caracteristicas da epiderme foliar em seccdo paradérmica de Panicum
aquaticum sob concentracdes crescentes de chumbo (mg L™)

FACE ABAXIAL

Pbmg L™ DE IE (%) POL (um) EQU (um)
0,00 85b 0,27a 34,61b 22,00b
0,50 9%6a 0,27a 33,92b 22,13b
1,00 97a 0,27a 34,84b 21,78b
2,00 84b 0,26b 36,91a 23,79a
4,00 81b 0,25b 37,49a 23,77a
8,00 82b 0,25b 38,37a 23,98a

FACE ADAXIAL

Pbmg L™ POL (um) EQU (um) FUN
0,00 29,62b 19,74b 1,50a
0,50 30,11b 19,59b 1,54a
1,00 30,06b 18,91c 1,59a
2,00 32,52a 21,37a 1,53a
4,00 32,32a 20,98a 1,54a
8,00 30,43b 19,90b 1,53a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, %).
DE= densidade estomatica (por mm? de folha), IE= indice estomatico, POL= diametro
polar dos estbmatos, EQU= didmetro equatorial dos estdmatos, FUN= funcionalidade
estomatica (relagdo POL/EQU).
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A toxicidade do chumbo pode afetar a absor¢do de CO,, (AZMAT et al.,
2009). No entanto, o aumento na DE e na FUN na face abaxial da epiderme em
P. aguaticum na presenca desse metal, pode ter favorecido a captacdo de CO,
pelo aumento no nimero de estdmatos por area foliar e maior funcionalidade dos
mesmos (PEREIRA, 2010). Esse resultado, provavelmente, permitiu a
manutencdo da relacdo Ci/Ca e da taxa fotossintética. Por outro lado, a redu¢édo
no IE e da DE na face adaxial parece ndo ter afetado as trocas gasosas e a
fotossintese.

A epiderme radicular de P. aquaticum é uniestratificada, formada por
células de paredes delgadas; a exoderme é formada por células de paredes
espessadas e a endoderme € unisseriada. As plantas apresentaram, ainda,
aerénguimas em seu cortex, neste caso constitutivo.

A anatomia radicular foi alterada significativamente em fungdo da
presenca de chumbo na maioria das caracteristicas analisadas. A espessura da
exoderme (EX) apresentou tendéncia ao aumentou na presenca de maior
concentragdo de chumbo. Nas duas maiores concentragdes do metal verificou-se
um aumento significativo na espessura da endoderme (ED). A proporcéo de
aerénquima no coértex (PAR) apresentou um acréscimo ao longo das diferentes
concentragdes de chumbo. Os valores para o indice de vulnerabilidade de
Carlquist (IVVC) sofreram uma redugéo na presenga do metal. Por outro lado, a
espessura da epiderme (EP), a proporcéo entre a area do cilindro vascular e a
area total da raiz (ACAT) e a espessura da exoderme (ECX) ndo sofreram
modificagdes significativas em funcdo das diferentes concentragdes do metal
(Figura 4,5 e 6 e Tabela 4).

Tem sido relatado que o chumbo é desigualmente distribuido nas raizes,
onde diferentes tecidos agem como barreiras apoplasticas e simplésticas ao
transporte desse metal e que, portanto, fica restrito (ISLAM et al., 2008;
TRIVEDI; ERDEI, 1992). O espessamento da endoderme e exoderme
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observado, provavelmente, representa uma estratégia da planta para minimizar a
translocacdo de chumbo para parte aérea. De acordo com Lux et al. (2004) altas
propor¢Ges da endoderme e exoderme caracterizam elevada tolerancia aos
metais pesados. Além disso, o espessamento das paredes das células na raiz
fornece uma maior area para a retencdo de metais pesados, diminuindo sua
translocacdo para a parte aérea (GOMES et al., 2011). Assim como verificado
em aguapé por Pereira (2010), a espessura da epiderme ndo sofreu efeitos do
chumbo, demonstrando que as concentracdes aplicadas ndo causaram efeito
toxico, uma vez que esse tecido é o primeiro a entrar em contato com o metal
(PEREIRA, 2010).

A formacdo de aerénquimas é uma caracteristica comum as plantas de
ambientes alagados, funcionando como uma estratégia alternativa para a
obtencdo de O, (DREW,; HE; MORGAN, 2000). Um aumento na proporg¢ao de
aerénquima no cortex de raizes de P. aquaticum na presenca de chumbo,
provavelmente, indica uma estratégia de tolerancia ao metal, fornecendo maior
area disponivel para reserva de O,.

De um modo geral a reducdo do IVC evidencia uma plasticidade do
sistema vascular, a fim de aumentar sua eficiéncia sob condi¢bes de estresse
(PEREIRA, 2010).
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Figura4 Espessura da exoderme (A), proporcao de aerénquima no cortex (B) e indice
de vulnerabilidade de Carlquist (C) de plantas de Panicum aquaticum sob
concentragdes crescentes de chumbo.
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Figura5 Secc0es transversais de raizes de Panicum aquaticum submetidas a crescentes
concentragdes de chumbo. EP= epiderme, EX= exoderme, ED= endoderme,
AE= aerénquima, CV= cilindro vascular. A= 0,0 mg L™, B= 0,50 mg L™, C=
1,00 mg L™, D=2,00 mg L™, E= 4,00 mg L™, F= 8,00 mg L™. Barras= 100
pm.
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Tabela4  Caracteristicas dos tecidos radiculares em seccdo transversal de  Panicum
aquaticum sob concentracdes crescentes de chumbo (mg L™)
PbmgL* EP (um) ED (um) ACAT ECX (um)

0,00 45,24a 13,07b 0,04a 362,52a
0,50 42,98a 14,13b 0,09a 368,69a

1,00 40,86a 13,33b 0,06a 389,16a
2,00 44.42a 13,40b 0,05a 374,69
4,00 49,26a 14,96a 0,06a 408,10a
8,00 46,65a 16,09a 0,06a 424,65a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).
EP= espessura da epiderme, EX= espessura da exoderme, ED= espessura da endoderme,
ACAT= proporc¢do entre a area do cilindro vascular e érea total, PAR= proporg¢do de
aerénquima no cortex, ECX= espessura do cortex, IVC= indice de vulnerabilidade de

Carlquist.
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Figura6 Detalhe da endoderme (A e B) e exoderme (C e D) da raiz de Panicum
aquaticum sob contaminagéo por chumbo. Ae C=0,0 mg L™; B e D= 4,0 mg
L. Barras= 100 pm.

A presenca do chumbo promoveu respostas diferenciadas entre as
enzimas do sistema antioxidante de P. quaticum. Apenas a atividade da catalase
(CAT) na folha foi significativamente influenciada pelos tratamentos. Neste
caso, a CAT apresentou um aumento em sua atividade até a concentracgao de 4,0
mg L1, sendo que a partir desse ponto observou-se uma queda na atividade
(Figura 7). A atividade da peroxidase do ascorbato na folha (Fc= 2,095 e P=
0,1364) e na raiz (Fc= 0,269 e P= 0,8865), da CAT na raiz (Fc= 0,757 e P=
0,5971) e da dismutase do ion superdxido na folha (Fc= 1,747 e P=0,1985) e na
raiz (Fc= 1,003 e P=0,4567) nao foi afetada pelos tratamentos.
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Atividade da catalase na folha

y=-54669x2+45241x- 19142
R*= 09683

mm ol a0 min! mg! Prot

0.0 1.0 20 30 4.0 30 6.0 7.0 30
Concentragio de chumbomg L

Figura 7 Atividade catalase em folhas de Panicum aquaticum sob concentragdes
crescentes de chumbo.

Um dos efeitos fitotdxicos do chumbo parece ser a inducdo de estresse
oxidativo através da formagdo de EROs (SHARMA; DUBEY, 2005).
As EROs produzidas causam uma variedade de efeitos nocivos nas células
vegetais, tais como a inibi¢do da atividade fotossintética, a inibi¢do da producao
de ATP, peroxidacdo lipidica e danos no DNA (RULEY et al., 2004). Nesse
sentido, a atividade das enzimas do sistema antioxidante, principalmente CAT
na folha desempenhou um papel fundamental nos mecanismos de tolerancia
apresentados por P. aguaticum na presenca de chumbo, uma vez que nenhum
efeito danoso das EROs foi detectado.

Considerando que a atividade da SOD e da APX néo foi modificada ao
longo dos tratamentos, infere-se que a eliminacdo das EROs foi mais eficiente
pela atividade da CAT. Entretanto, a reducdo da atividade da CAT a partir da
concentracio de 4,0 mg L™ sugere que o estresse oxidativo pode ter ultrapassado
a capacidade de controle de EROs pela CAT promovendo uma inibigdo por
quantidade limitada da enzima disponivel ou por inibicdo de sua sintese
(OLIVEIRA, 2010). A auséncia de deteccdo de danos em fungdo das EROs
mesmo nas maiores concentracdes de chumbo sugere a participagdo de outros

componentes do sistema antioxidante.
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Em relacdo & quantidade de DNA de P. aquaticum, a andlise de
citometria de fluxo ndo demonstrou efeito significativo da presenca de chumbo

entre os tratamentos (Tabela 5 e Figura 8).

Tabela 5 Quantidade de 2C de DNA e coeficiente de variagdo obtidos por meio da
técnica de citometria de fluxo para Panicum aquaticum sob concentracdes
crescentes de chumbo (mg L™)

PbmgL™ DNA (pg) CV (%)
0,00 3,80a 0,67
0,50 3,80a 0,65
1,00 3,20a 0,61
2,00 3,60a 0,63
4,00 2,80a 0,71
8,00 3,00a 0,66

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott, 5%).

Sabe-se que 0 estresse oxidativo decorrente da exposicdo a metais
pesados causa danos celulares, inclusive ao DNA (BHAT et al., 2011). Por outro
lado, a extensdo dos danos citotoxicos induzidos por EROs, em ultima analise,
depende do equilibrio entre mecanismos de produgdo e desintoxicacao da célula
(ROLDAN-ARJONA; ARIZA, 2009). O fato, de nio ter sido observado efeito
do metal na quantidade de DNA analisada por citometria de fluxo, fornece mais
uma evidéncia da eficiéncia do sistema antioxidante, corroborando a hipotese de

tolerancia de P. aquaticum ao chumbo.
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Figura8 Histogramas de citometria de fluxo em nucleos de Panicum aquaticum sob
concentracdes crescentes de chumbo. A= 0,0 mg L™, B= 0,50 mg L™, C=1,00
mg L™, D=2,00mg L™, E= 4,00 mg L*, F= 8,00 mg L™. As barras indicam o
erro padrdo. O primeiro pico em cada histograma é referente ao pico G1 das
plantas de cada tratamento e o segundo pico G1 é da amostra de referéncia.
Eixo das abscissas representa a quantidade de DNA e o das ordenadas, o
namero de ndcleos.

De acordo com Marie e Brown (1993) o coeficiente de variagdo (CV) é
um critério elementar na validacdo de métodos citologicos e definem uma gama
de valores entre 1 e 2% para analises de alta qualidade e 3% como um valor de
rotina. Por sua vez Galbraith et al. (1983) estabeleceram um CV <5 % como
critério de aceitacdo. Desse modo os CVs observados nas analises de citometria

em P. aquaticum podem ser considerados confiaveis.
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5 CONCLUSAO

O aumento na taxa de crescimento relativo das plantas, na area foliar
especifica e na razdo de area foliar, assim como a manutencdo da fotossintese e
da quantidade de DNA sdo evidéncias de ndo toxicidade do chumbo.

Além disso, 0 aumento na espessura das barreiras apoplasticas constitui
uma caracteristica fundamental de plasticidade e associado ao comportamento
do sistema antioxidante, favorece a tolerancia dessa espécie ao estresse por
chumbo.

Desse modo, as respostas de P. aquaticum demonstram que a espécie
sofre modifica¢Oes favoraveis a tolerancia ao metal nas concentragcfes avaliadas,

sem prejuizo ao seu crescimento e desenvolvimento.
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