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RESUMO

Conhecer a capacidade que algumas plantas témbdeviser e
predominar em ambientes ricos em metais pesadossénaal para o
desenvolvimento de estratégias de fitorremediaBacem, na maioria das
vezes, para estudar a estrutura e o funcionamestpldntas, sdo aplicadas
técnicas que demandam tempo e custo. Assim, ealsallto teve como
objetivo conhecer a atividade biol6gica evidencipeto biospeckle laser
associada a morfologia da ponta da raiz de capioz-agchinochloa
crusgalli) cultivada em solugdo com cadmio, além de avafiaas
caracteristicas morfofisiolégicas. As mudaskghinochloa crusgalli foram
mantidas por 15 dias em casa de vegetacdo, emé&eolugtritiva de
Hoagland e Arnon (1950). Utilizou-se DIC com 8draentos e 4 repeticles,
10 plantas por repeticdo e 2 repeticbes por bandejaconcentracdes
utilizadas nos tratamentos foram: tratamento c{f®; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0;
2,0; 4,0 e 8,0 mgtde cadmio na forma de Cd (N@4H,O. As plantas de
Echinochloa crusgalli de cada repeticdo foram colocadas em tubo de ensaio
contendo 150 ml de meio de cultivo simples a baseAdar-Agar. As
imagens dos padrdes dspéckle’ foram capturadas em 128 imagens por
raiz, com uma taxa de 10 imagens por segundo. Aasode folhas e raizes
foram fixadas em FAA (formaldeido &cido acético leod 70%) e,
posteriormente, conservadas em alcool 70° GL. Emuida, foram
utilizadas técnicas habituais em laboratérios décsmnia vegetal para o corte
e a coloracdo das secc¢les. Para cada tratamenatm, fieitas 4 repeticdes e
foram fotomicrografadas trés secg¢des por repetisd@écnica dadiospeckle
foi eficiente para evidenciar a atividade biologitmaraizes dé&. crusgalli,
sendo possivel concluir que altas concentracfesédenio reduzem a
atividade bioldgica da raiz. E possivel afirmar guecrescimento e o
desenvolvimento d&chinochloa crusgalli nas concentracdes crescentes de
Cd sdo afetados negativamente a partir da concéntrde 0,1 mg L
Concentracbes acima de 1 mg modificaram o cértex, a formacdo dos
aerénquimas e a endoderme. A espécie tem carticerianatbmicas que
contribuem para a sua sobrevivéncia em ambientétiaqu contaminado
com cadmio e tem potencial para ser utilizada ermgramas de
fitorremediac&o até a concentracdo de 0,5 fhglé. Cd. Em concentracdes
superiores a 1 mg'Lde Cd,Echinochloa crusgalli s&o mais apropriadas
para a utilizacdo na bioindicacdo da contaminagdio Qd, devido aos
sintomas ocasionados pelo metal.

Palavras—chave: Metal pesado. Endoderme. Raiz.oldgié interna.
Gramineas



Abstract

In order to develop phytoremediation strategieds iessential to
know that some plants have capacity to survive@egail in environments
rich in heavy metals. However, in most cases, @eoto study the structure
of plants, costly and time consuming techniques applied. Thus, this
study aimed at assessing the biological activitydemwced by laser
biospeckle associated with the morphology of tha tip of barnyard grass
root (Echinochloa crusgalli) grown in solution withdmium and evaluate
their morphological, physiological and chemical rmderistics. The
seedlings ofEchinochloa crusgalli were maintained for 15 days in a
Hoagland and Arnon’s nutrient solution (1950) atgeeenhouse. The
completely randomized design was used with 8 treatsn and 4
replications, 10 plants per repetition and 2 rejpeis per tray. The
concentrations used in the treatments were co(®ol0.01; 0.1; 0.5; 1.0;
2.0; 4.0 and 8.0 mg L-1 of cadmium as Cd (NO3) 2@H Plants of
Echinochloa crusgalli from each replicate were @tadn a test tube
containing 150 ml of culture medium based on singgar. The images of
the speckle pattern were captured in 128 framesquey at a 10 frame rate
per second. Leaf and root samples were fixed in KRé&rmalin-Acetic-
Acid-Alcohol) and 70% ethanol and then preservedldohol 70 ° GL. Next
standard techniques for plant anatomy laboratomewesed for cutting and
staining sectionsFor each treatment, four replicates were perforized
three sections per replicate were phomicrographike.remainder was dried
and homogenized for assessing the content and Cdmadation. The
dynamic speckle technique was effective to dematestthe biological
activity of E. crusgalli roots, and it is possibeonclude that high
concentrations of cadmium reduce the biologicaliigtof barnyard grass.
With increasing concentrations of Cd, it can beueadjthat growth and
development of Echinochloa crusgalli are negatiadfgcted from an initial
concentration of 0.1 mg L-1. Concentrations abovadlL-1 modified the
cortical parenchyma, aerenchyma and the endodammatmn. The species
has anatomical features that contribute to themvigal in the aquatic
environment, contaminated with cadmium and hagthential to be used in
phytoremediation programs up to a concentratior0.6f mg L-1 Cd. In
concentrations higher than 1 mg L 1 Cd, Echinocldngsgalli are more
appropriate for use as bioindicators of contamamably cadmium, due to the
symptoms caused by metal.

Keyword: Heavy Metal. Endoderm. Root. MorphologgrByard grass.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Com o crescimento da populacdo mundial, crescenbé&amos
residuos humanos, agricolas e industriais geradms m@tender as
necessidades e a demanda dessa populacdo. Asdirm,a® anos, vultosos
recursos financeiros e muito tempo sdo dispendidos a despoluicdo do
solo e da agua em todo o mundo.

Uma das consequéncias desse processo € a contamidag
ecossistemas por metais poluentes como mercudmtaty cddmio, arsénio,
por exemplo, ocasionando graves problemas ambserfEaitre os metais
poluentes, o caddmio é considerado um dos mais sigpesa natureza.
Apesar de sua toxicidade para quase toda a biotjaanatureza néo-
degradavel e a sua mobilidade quimica, o cadmi@ padsar através das
cadeias alimentares e causar varias doengas &ss \8eo0s, incluindo os
seres humanos.

Em ecossistemas aquéticos contaminados, a recépepagle ser
realizada por processos quimicos, fisicos e/ouddicbs. Dentre os
processos bioldgicos, a fitotecnologia ou o us@ldatas para recuperacdo
desses ecossistemas aquaticos tem se destacadiboteknblogia tem
crescido no mundo inteiro, com bons resultados pawresediacdo de areas
contaminadas com metais pesados.

A capacidade que algumas plantas tém de sobrewzipeedominar
em ambientes ricos em metais pesados, onde a gnasideia das plantas
ndo sobreviveria, oferece um sistema modelo no segbode detectar o
maior numero possivel de mecanismos que contrilpsggma sua tolerancia
(GUIMARAES et al., 2008).



Identificar espécies com potencial de remediagéo agnbiente
aquatico e seus mecanismos de tolerdncia é edsepei@ o
desenvolvimento de estratégias de fitorremedidgacentanto, a pesquisa é
dispendiosa, com a utilizacdo de aparelhos, reagemindlises, além do
tempo necessério para se identificar esse potencial

Como estratégia inovadora, uma das propostas thestafoi a de
testar obiospeckle laser dinAmico em raizes que cresceram em meio
contaminado com cadmio para, em seguida, identifiscamecanismos de
tolerdncia que essas plantas desenvolveram atiav&sa anatomia vegetal.
Comparando os dados dmospeckle laser a anatomia das plantas, foi
possivel propor um protocolo, eliminando, assimiagaetapas laboratoriais
rotineiras e onerosas, além de favorecer uma fa=#io das espécies que
crescem em meio contaminado com metal pesado,iafisetdo o estudo
com mais eficiéncia.

A espécie Echinochloa crusgalli tem sido identificada como
tolerante a metais como Cu e As (EZAKI et al., 20@JLTANA;
KOBAYASHI, 2011). No entanto, sS40 escassos 0s oglacerca de suas
caracteristicas de plasticidade anatémica e figicdd A constatacdo deste
fato ressalta a importancia de seu estudo a fiqudesuas estratégias de
tolerancia ao Cd sejam mais bem entendidas.

Sendo assim, o presente trabalho avaliou os efdiodiferentes
concentracdes de Cd sobre caracteristicas anagmicfisiologicas de
plantas deEchinochloa crusgalli, assim como a atividade biolégica nas
pontas de suas raizes, utilizandoi@specklie laser dindmico, com o objetivo
de detectar aspectos de plasticidade anatbmicsiodbfjica relacionados a

toler&ncia da espécie ao Cd.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fitorremediacao



Quando a presenca de seres vivos € a principabnsapel pela
remediacdo, o processo € denominado biorremediligiocasos em que as
plantas representam o principal mecanismo da I@déacdo ou sao
essenciais para desencadear o processo, denomieaisdiacdo natural
pela vegetacdo ou fitorremediacdo (ANDRADE; TAVARBSAHLER,
2007).

De acordo com Sharma, Singh e Manchanda (2014i}eratlra
disponivel revela que esta técnica € uma formazfiecondmica, versétil e
ecolégica de limpeza do ambiente, sendo uma atteangpara a
descontaminagdo de ambientes poluidos (GRATAO gt 2005). A
fitorremediagdo pode ser vista como uma tecnolegealmente justa,
ecologicamente aceitavel, economicamente desejavatompletamente
sustentavel (LOPES, 2010).

A real origem da fitorremediacdo e a sua aplicag@ocontroversas.
E provavel que a pratica tenha se desenvolvido erogos diferenciados
nas varias partes do mundo. Muitos autores afirmaensua aplicacdo teve
inicio através da observacdo de melhorias ambgentaturalmente
decorrentes da presenca de plantas em locais doatéwe, o que
demonstrou o potencial de sua utilizacdo parafessé&ntretanto, o uso do
termo phytoremediation ainda € muito recente (ANDRADE; TAVARES;
MAHLER, 2007).

A fitorremediacdo pode ser usada para limpar mepasticidas,
solventes, explosivos, petréleo bruto, hidrocarbmmepoliaromaticos e
lixiviados dos aterros (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, OFFICE OF SOLID WASTE AND
EMERGENCY RESPONSE, 1998).

E uma técnica eficaz em termos de custos e nderequipamentos
dispendiosos, além de ndo ser necessario um cuidspecial no
crescimento das plantas nos locais contaminadds.tésnica de reparacao

requer, no entanto, um longo periodo para a rendg& contaminantes,



diferentemente do que ocorre com 0s métodos qusndearemocédo. Além
disso, a fitomassa contaminada ainda é um problbtas, mesmo assim, é
uma boa opcdo de remediacdo por ser ecologicaméntel e de baixo

custo (SHARMA; SINGH; MANCHANDA, 2014).

Sabendo que a resposta apresentada pelas espéuiite @ariavel
quando submetidas a ambientes contaminados porsnpetsados, torna-se
necessario testar o comportamento de cada espénte i contaminacgéo,
bem como entender, por exemplo, a fisiologia, gudimica e a absor¢cédo das
plantas empregadas (GONZAGA; SANTOS; MA, 2006).

2.1.1.Classificacdo de fitorremediacéo

Existem diversas maneiras de se fazer a fitorreagédi e, em
funcéo disso, ela também pode ser classificadeetagdo a forma como os
metais pesados s&o absorvidos pelas plantas. &njpencipais formas de
fitorremediacéo estéo a fitoextracao, a fitoestadijbio e a rizofiltragéo.

A fitoextracdo envolve a absor¢cdo dos contamingmiées raizes e
seu transporte e acumulo ocorrem na parte aéreBE502010; GRATAO
et al., 2005). E uma tecnologia relativamente nevauito dependente de
certas plantas e fatores do solo como adequacad@o garescimento de
plantas, profundidade da contaminacdo e a urgédeiaremediacao
(GONZAGA; SANTOS; MA, 2006; TACK; MEERS, 2010). Csiste na
absor¢cdo e acumulacdo de metais pesados na pade dé plantas
hiperacumuladoras que crescem no solo. De acordo Wbcer, Uyanik e
Kutbay (2013), as plantas hiperacumuladoras témacidpde para
acumular/tolerar concentragbes > 100 mg kg de Gdfalhas e acumulam
mais metais na parte aérea do que nas raizes.t&kEsubpresentados por
Fawzy et al. (2012) indicam que o Cd pode ser atagowem todas as partes
(folhas, rizoma e raizes) das plantas estudadasp@adas as plantas que

ndo sao hiperacumuladoras, as plantas hiperacuonatatbleram alto teor



de Cd através das adaptacdes diferenciais contestresse oxidativo
induzido por Cd conforme descrito por Tian et 2D12). As plantas que
crescem no meio contaminado sé@o colhidas e indasrau destinadas a
reciclagem de metais pesados. Quando as plantascé@radas, as cinzas
devem ser eliminadas em um aterro de residuosggesge o volume de
cinzas serd menor do que 10% do volume original ITB® STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1998).

Na fitoestabilizacdo, os contaminantes organicosoeganicos sao
incorporados ao humus do solo de forma insolGv&ATAO et al., 2005;
TACK; MEERS, 2010). Os microrganismos imobilizam psluentes,
liberando substancias quelantes tais como os aaigénicos que formam
complexos com o0s metais. A fitoestabilizagdo redwzrisco dos
contaminantes irem para a cadeia trofica, atraeégsd de compostos que
induzem a formagdo de espécies quimicas insoluvessdo estas
consideradas menos susceptiveis a lixiviagdo e snenerativas do ponto
de vista bioldgico. Silva, Siqueira e Soares (20fl§§ervaram que fungos
micorrizicos arbusculares favorecem o crescimen® Rtachiaria
decumbens e, como consequéncia, aumentam a extragdo desrdetalo.

A rizofiltragdo é semelhante a fitoextragdo, madepser definida
como a utilizacdo de raizes de plantas para absoasmular e/ou
precipitar os metais nocivos ou poluentes a paltirsolucdes aquosas
(SHARMA; SINGH; MANCHANDA, 2014). A rizofiltracdo s&ta associada
ao tratamento de aguas residuais. As macrofitésn@tsas e flutuantes) tém
um potencial imenso de remediacdo para purificarexsirsos hidricos
(SHARMA; SINGH; MANCHANDA, 2014; OLIVEIRA, 2013; PREIRA
et al, 2014). De acordo com USEPA (UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 1998), girassGiorhm
usados com sucesso para remover 0s contaminadieati#s da agua da

lagoa de teste de Chernobyl, na Ucrania.



2.2.0 Céadmio (Cd)

Atividades humanas como mineracdo, operacdes ddicAm e
muitas outras industrias, como usinas termelétricasllstrias de baterias
contribuem majoritariamente para a pesada contg@in@or elementos-
traco, de acordo com Sharma, Singh e Manchanda4)2@lém disso,
mesmo uma contaminacdo leve por metais pesadoguzaptavel pode
levar a potenciais riscos a saude humana no lorsgo p

O conhecimento de certos elementos-traco para sciorento e
desenvolvimento de plantas vem do século passaac@rdo com Kabata-
Pendias e Mukherjee (2007), o termo "elemento®tragnca foi definido
com precisdo. Esse termo tem sido usado em geagyicom elementos
guimicos que ocorrem na crosta terrestre em quat@gmenores que 0,1%
e também em ciéncias bioldgicas, com elementos enceatracGes
semelhantes. Portanto, alguns dos elementos queumsédtraco” em
materiais biolégicos ndo sdo um "traco” no sola @aemplo, o ferro). O
termo “"elementos-traco” estd relacionado a sua démoi e inclui
elementos de varias propriedades quimicas: metaigetaloides. O teor
médio de Cd é dado para a crosta da Terra comd,® shg kg

O cadmio é considerado um dos metais mais ecogxpcon efeitos
adversos sobre todos os processos bioldgicos de kamanos, animais e
plantas. A partir de 1940, o aumento do uso dasibatde niquel e cadmio
contribuiu para um aumento significativo da contzagéio ambiental por
Cd. Outros usos industriais do Cd, como a fabrizagé pigmentos,
reagentes para a fabricacdo de plasticos, atividddemineracdo de cobre,
niquel e zinco. A producdo de fertilizantes e aigaede combustiveis
fésseis também contribuiram para esta contaminagopica. A utilizacao
de residuos de tratamentos de esgotos para a adutzmgbém contribui
para esta contaminacéo (GUIMARAES et al., 2008%.dJest& no grupo dos

elementos-traco que se fixam em grandes molécoitale se armazenam



sendo transportado para parte aérea ou influerzidndgbes ainda
desconhecidas (KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007).

O Cd é um metal que possui nimero atdbmico 112jé acordo com
Clemens (2001), esta associado a poluicdo ambieatabxicidade dos seres
vivos. Em grandes quantidades, é considerado ueme toxico de
preocupacdo ambiental e ocupacional devido a dilsfe de seus efeitos
téxicos. Tem meia vida bioldgica prolongada (cete®0-30 anos, nos seres
humanos), baixa taxa de excrecdo pelo organismorng@azanamento
predominantemente em tecidos moles (principalmdig®do e rins) (RANI
et al., 2014).

E considerado um elemento ndo essencial para osegs@s
metabolicos, sendo eficientemente absorvido petdzes e folhas das
plantas. O efeito mais significativo ao excessoseélasetal € o dano no
aparato fotossintético que envolve uma série deragibes bioldgicas
(KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007).

2.3. Contaminagéo de ambientes aquaticos

A contaminagdo de ambientes aquaticos por elemedit@os tem
sido considerada um sério problema ambiental (LORBS0; GONZAGA,;
SANTOS; MA, 2006), pois além de inviabilizar o u$® recursos hidricos,
aumenta o risco da entrada destes elementos bioktiwos na cadeia
trofica (OLIVEIRA et al., 2006). Aguas residuaisorigiatadas podem causar
sérios problemas ambientais jA que metais pesadostres compostos
téxicos podem causar intoxicacdo e bioacumulacdo semes vivos
(BEASCOECHEA, 2005).

De acordo com a resolugcdo n° 357/05, alterada pdalucao
410/09 e pela 430/11, ha um valor maximo permifdoa parametros
inorganicos, como o cadmio. O valor maximo perroitif MP) total para

lancamento em corpos d’agua doce, na classe 10®d& mg ' de Cd. Na



classe 2, aplicam-se as mesmas condi¢cbes e pathdeasse 1 e, para a
classe 3, o valor maximo permitido é de 0,01 mgde Cd (BRASIL, 2005).

J& a resolucéo n° 430/2011 que dispde sobre ag;0enscke padroes
de lancamentos de efluentes afirma que o valorm@piara lancamentos de
efluentes é de 0,2 mg*lde Cd (BRASIL, 2011).

2.4. Uso de gramineas na fitorremediacao

As gramineas geralmente apresentam elevada diadesithcilidade
de semeadura, rapido crescimento e estabelecingawtmtem a cobertura e
protecéo do solo e, por isso, destacam-se coméaplanm potencial para a
revegetacdo de areas contaminadas por metais pgSidUA; SIQUEIRA;
SOARES, 2006). De acordo com Fawzy et al. (201)hinochloa
pyramidalis esta entre as plantas que poderiam ser utilizaihagrogramas
de biomonitoramento devido ao seu potencial fitngdiador. Silva,
Siqueira e Soares (2006) observaram que fungosrmizicos arbusculares
favorecem o crescimento drachiaria decumbens e, como consequéncia,
aumentam a extracdo de metais do solo. Trabalhaodo efeito de
diferentes niveis de contaminacdo de metais no soln Brachiaria
decumbens, Gomes et al. (2011) observaram diversas varisgu@®micas e
fisiologicas nessas plantas e que o metal pesadonadlo se acumula

principalmente nas raizes.

2.4.1.Echinochloa crusgalli (L.) P. Beauv

Plantas do génerkchinochloa sdo anuais, herbaceas, eretas, com
20-120 cm de altura, possuindo colmos densamenfithados, folha com

bainha glabra e ligula ausente, o que € um cand&ecante do género.



Existem trés espécies deechinochloa comuns em varzeas e margens de
cursos d’agua (LEITAO FILHO; BACCHI; ARANHA, 1972).

Echinochloa crusgalli (L.) P. Beauv. Ess. Agrost.,, também
conhecida popularmente como capim-arroz, capimetfan@ e Capim-jau é
uma planta anual, herbacea, ereta, com 50-80 caitwi@. Possui colmo
verde-claro, bastante perfilhado, formando touseiféolha com bainha
esverdeada, estriada, glabra, bordos serreados eetuailmente com
pigmentacdo de antocianina. O capim-arichinochloa spp.) € uma planta
com metabolismo £ necessitando de alta intensidade de luz devido,
principalmente, ao custo da fixacdo das molécuta€@ (CONCENCO et
al., 2008; PERRY; GALATOWITSCH, 2004).

Echinochloa crusgalli € uma espécie daninha a diversas culturas de
areas baixas, ou de é&reas irrigadas, principalmemtecultivos de arroz.
Ocorre em véarzeas, margens de cursos d’agua eetugemidos, onde é
invasora problematica em funcgdo de sua capacidgatedutiva (LEITAO
FILHO; BACCHI; ARANHA, 1972). Devido as semelhancas
morfofisiologicas, a vasta distribuicdo em lavoueasios altos niveis de
infestacdo que possui, o controle é feito com uso herbicidas
(CONCENCO et al., 2008). A reproducéo é feita mmnentes, com ciclo de
100 a 120 dias. Sultana e Kobayashi (2011) obsarvayueEchinochloa
crusgalli, quando cultivado em solo com diferentes concedéa de
arsénio, apresentou maior biomassa, quando contpacadrroz. Os autores
sugerem ainda aEchinochloa crusgalli como planta potencial para
remediacdo de arsénio em solos contaminados, rséacdm que pouco se
sabe sobre Bchinochloa crusgalli em relacado a fitorremediac&o. Poucos sdo
os trabalhos que relatam a capacidade Ebbinochloa crusgalli na
fitorremediacdo de ambientes aquaticos contamingdoscaddmio. Sendo
assim, ndo se conhecem 0s mecanismos anatbémic@solégicos que
garantem o seu potencial de sobrevivéncia, podersd@m espécie ser

utilizada na fitorremediacéo.



2.5. Biospeckle

Quando uma superficie opticamente rugosa € iluraiad luz de
elevado grau de coeréncia, tal como a de um laskrz difusa apresenta
uma distribuicdo de intensidade especial, fazendaperficie parecer ser
coberta com uma estrutura granular fina, chanspgekle (GAGGIOLI;
POMARICO, 2009). O fenébmeno dpeckle, que muda ao longo do tempo,
esta relacionado a mudanca de grandezas fisicasostra iluminada com
uma luz coerente. A mudanca ocorrida no materighitado pode ser
causada por uma variacdo do indice de refracdosigdo fisica, disperséo,
etc. Quando aplicado em amostras bioldgicas € deadmbiospeckie. O
aspecto visual da imagem é um salpico semelhantdeaam liquido em
ebulicdo (TRIVI, 2009). Desde a invencao do lases primeiros anos da
década de 60, tem havido um interesse renovado gpetkle e muitas
aplicacdes tém sido propostas (ARIZAGA, 2009). NatéRica Aplicada,
por exemplo, as imagens diospeckie laser podem significar um novo
sistema para obtencgéo de informagdes dos tecidgtare, pois, na maioria
das vezes, sdo aplicadas técnicas que demandam teoipo, com alto
custo de aparelhagem e reagentes para estudautrase funcionamento
das plantas.

De acordo com Arizaga (2009), a andlise dinamica phdrdes de
speckle de materiais ativos apresenta o desafio de comelar essa
informag&o ao fenbmeno a ser monitorado. A ativedbilogica expressa
na dindmica do padrédo dpeckle ndo apresenta uma definigdo clara de qual
fendmeno esta sendo analisado, porém pode serd@&#@eromo uma série
de processos ocorridos no tecido em analise, cordesenvolvimento e
processos de divisdo celular, movimentacdo de elgan fluxo de
citoplasmas ou reac¢fes bioquimicas, ou seja, adati® bioldgica é o
resultado de movimentos moleculares e de estrufBRAGA et al., 2009).
A técnica daviospeckie foi aplicada para varios fendmenos biolégicos para
por exemplo, identificar a taxa de deformacao fieesa(RATHNAYAKE et
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al., 2008), detectar fungos em sementes de feB&RAGA; RABELO;
GRANATO, 2005) e para quantificar a atividenespecklie de raizes dgea
Mays, Jatropha curcas e Citrus limonia crescidas em cultura de tecidos
(BRAGA et al., 2009a; RIBEIRO et al., 2014).

Na maioria dos casos, a luz do laser passa atdagscamadas
superficiais e entra na amostra. E importante manpgofundidade atingida
pela iluminacdo constante para todas as amosssign diltros podem ser
usados para controlar a intensidade da ilumina&Bon disso, durante os
experimentos usandaospeckle, podem ocorrer ruidos (alguns ruidos néo
podem ser evitados). Existem mdltiplas fontes d#ogicomo a temperatura,
as variacfes de umidade, entre outros (BRAGA g2@09a).

Embora a natureza biologica do sinbilospeckle ndo esteja
diretamente correlacionada, a técnica pode seaysad triagem de grandes
populacbes de plantas de forma ndo destrutiva, Eeaiacdo do
desenvolvimento ou respostas aos parametros amisie@t equipamento €
relativamente barato e portatil, a analise podeas@matizada e a técnica

proporciona um ensaio rapido e funcional (RIBEIR@lg 2014).

3 OBJETIVO

Os objetivos dessa tese séo:

* Identificar o potencial deEchinochloa crusgalli para
remediacdo de ambientes aquaticos contaminados com

cadmio.

e Conhecer a eficiéncia do uso biospeckle laser relacionado
a andlise da atividade bioldgica na morfologia datp da
raiz de Echinochloa crusgalli cultivada em diferentes

concentracoes de cadmio.
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* Identificar as modifica¢cdes na estrutura e fundidade de
Echinochloa crusgalli na presenca de cadmio em solucdo

nutritiva.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

» Verificar a estrutura anatébmica de raizes e folitg&chinochloa
crusgalli a fim de determinar as variagGes nas dimensdeéSraitas
e na frequéncia de estdbmatos, visando mostrar stigidade
anatdmica de acordo com os niveis de contaminaggioe aestao
submetidas.

» Verificar a atividade biologica das raizes com giléu de speckle
laser dindmico, na presenca do cadmio.

e Observar o0 potencial do Echinochloa crusgalli como
fitorremediadora ou bioindicadora em ambientes @rps

contaminados com cadmio.

4 METODOLOGIA GERAL

Amostras de sementes @ehinochloa crusgalli foram obtidas no
Instituto Rio-grandense de Arroz e levadas parasa ae vegetacdo no
Departamento de Biologia da Universidade Federadladeas — UFLA para
producdo de mudas. A implantacdo e conducdo daimgr@o ocorreram
em casa-de-vegetacdo no Departamento de Cién&aldala Universidade
Federal de Lavras-UFLA.

As sementes foram submetidas a um teste de geldwinaendo
distribuidas em bandejas contendo vermiculita uidde A germinacao

ocorreu apoés o 5° dia e, apos +20 dias, foi pokssiver as mudas. Mudas
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com cerca de 8 cm foram selecionadas e transfepattasbandejas contendo
3l da solugdo nutritiva para adaptagcdo por 7 didtdizou-se solucdo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) n°2, modifiaadom 40% da forca
ibnica, em agua destilada, contendo os seguintedNd4,H,PO,, Ca (NQ),,
Mg (NGs),, KNOs; K,;SO, H3BOs;, MnSQOL.H,O, ZnSQ.7H0,
CuSQ.5H,0, H,M00,.H,0, Fe EDTA.

Apés o periodo de adaptacdo, as plantas foram sidamea
concentracdes crescentes de Cd na forma de Gi¥IO. Os valores das
concentracdes de Cd utilizadas nos diferentesmeattos foram sete: 0,01;
0,1; 0,5; 1; 2; 4; 8 mg Lde Cd e o tratamento controle, representando a
auséncia de Cd (0 mg'lde Cd) na solucéo nutritiva.

Os valores das concentracdes de Cd utilizadas gmmdiferentes
tratamentos foram obtidos com base nos padréesudidade de agua
encontrados na resolucdo 357/05, alterada peldug@so410/09 e pela
430/11 (BRASIL, 2005) e também de acordo com Ola/¢R013) e Silva,
Siqueira e Soares (2006).

As plantas foram submetidas aos tratamentos pgpariodo de 15
dias para que pudessem se desenvolver sob o est@ssado pelo Cd e,
assim, apresentar modificagbes causadas por siéw gfbre as plantas de
Echinochloa crusgalli. Foram utilizadas bandejas de 3| e a solugaotivatri
foi trocada semanalmente. Ao fim desse periodoanforrealizadas as
analises e a avaliacdo morfolégica. O delineameskperimental foi
inteiramente casualizado, composto por oito tratdose com quatro
repeticbes. Cada parcela experimental foi compostalO plantas. Para as
analises anatbmicas, utilizou-se uma planta poetigp. O restante foi
levado para a realizacdo de analises quimicasgpdeserminacéo do teor e
acumulo do metal.

Todo residuo gerado durante o experimento foi eimteado para o
Laboratério de Gestdo de Residuos Quimicos do &wrayr de
Gerenciamento de Produtos Quimicos da UFLA partane@ento e/ou

destinac&o adequada.
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4.1. Andlises morfo-anatbmicas

Apés 15 dias de exposicdo, as raizes e a tercailaa f
completamente expandida das plantas foram utilizpdea a caracterizacéo
anatbmica. Ambas foram fixadas em formaldeido, caeidético glacial e
etanol 70% (F.A.Aqy) por um periodo de 72 horas e posteriormente
conservadas em etanol 70° G.L. (JENSEN, 1962).

Amostras da regido pilifera das raizes, assim consgu apice,
foram emblocadas em historresina L&jcaeguindo metodologia proposta
por O’brien, Feder; Mccully (1964). Foram realizadgccdes transversais
na zona pilifera das raizes, bem como secc¢Oestlainthis no apice
radicular, com o auxilio do microtomo rotatorio. @%pa realizagdo das
secgOes, estas foram coradas com azul de tolul@id#, seguindo os
métodos descritos por Kraus e Arduin (1997).

Para a parte aérea, secgdes transversais foraga®bia regido
mediana de folhas com o auxilio do micrétomo manfalmesmas foram
clarificadas em solucdo de hipoclorito de sodio H0&vadas em agua
destilada e submetidas ao processo de coloraca@aoistura de Azul de
Astra-safranina, seguindo os métodos descritoKpaus e Arduin (1997).
Também foram realizados moldes da superficie adevabaxial das folhas,
com o uso de adesivo da marca Super Bonder® raoreggdiana da folha.

Com o material devidamente corado, foram confeeclas laminas
semipermanentes em gelatina glicerinada que, enidsegforam vedadas
com resina de nitrocelulose incolor.

Para o estudo da anatomia quantitativa, foramsféd@micrografias
com o auxilio de uma camera digital Olympus U-TVAXacoplada ao
microscopio Olympus CX41 e com o auxilio do sofev@arl Zeiss Vision
AxioVision Viewer 4.8. Posteriormente, utilizou-sesoftware ImageJ 1.45s

para andlise das imagens, nas quais foram comtadal$ trés secc¢des por
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lamina, tendo sido montada uma lamina para cada dasarepeticoes

experimentais e trés medi¢bes por secgao.

4.2. Andlise de trocas gasosas

Para os parametros fisioldgicos, utilizou-se o iaadbr de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA), modelo LI-640@r&Pisso, em cada
parcela, utilizou-se a terceira folna completamestpandida. A area da
folha analisada pela caAmara do IRGA foi corrigidedirante a sua medicgéo,
uma a uma, com o auxilio de uma régua, visto qdellaas ndo preenchem
toda a camara, necessitando assim da correcaan lebtados resultados em
relacdo a fotossintese (umol“ra?), a transpiracdo (mmol Ms?) e a

condutancia (mol rhs?).

4.3.Biospeckle

Uma planta dé=chinochloa crusgalli de cada repeticdo foi colocada em
tubo de ensaio contendo 150 ml de meio de culiimplss, & base de Agar-
Agar. Para evitar sobreposicdo, as raizes foramadams, restando apenas
duas raizes para serem iluminadas com o lasermFsetecionadas raizes
que cresceram na solucdo contaminada com cadmie gnjpam entre 1 e 8
cm. A parte aérea foi mantida durante todo o psmes

A preparacao das amostras foi feita no laboratfgiéd\natomia Vegetal
no Departamento de Biologia da UFLA, sendo a sitaréeconduzida no
laboratério do Centro de Desenvolvimento de Insémtacdo Aplicada a
Agropecuéria (CEDIA) no Departamento de EngentaaidlFLA.

Foram utilizado um laser de diodo de 632 nm, umeelde disperséo do
feixe e um sistema de aquisicao digital de imagemmposto de uma camara

CCD (charged coupled device) montada em um minimicroscopio com ajuste
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de imagem; microcomputador, processador de ima§eiksb. A Figura 2
apresenta o esquema basico de iluminagdo com tamam@to necessario

para a obtencao das imagens.

Amostra
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Figura 1- Aparato para obtencéo das imagens.

As imagens dos padrdes gieckle foram capturadas a uma taxa de
10 segundos, totalizando 150 imagens por raiz, apenas 128 foram
utilizadas, eliminando, assim, as primeiras e tié@b imagens. As imagens
passaram por um conjunto de testes para identdicaelhor area e técnica
de analise da atividade biolégica. Foram realizadotestes de qualidade de
saturacdo, contraste e homogeneidade (MOREIRA, )2003teste de
saturacao consiste em mostrar os pixels que aingar limite maximo de
luminosidade, o que pode causar perda de informagsiade contraste
identificam se cspeckle possui atividade acima da capacidade de captura da
camera, pois isso também pode gerar perda de iafdonnessa area.
Quando a area possui alto contraste, ela possxa ladividade e quando
possui baixo contraste, ela possui alta atividage gpde estar acima da
capacidade de captura da camera (MOREIRA, 2013).te€le de
homogeneidade calcula qudo homogénea é uma aiesmgam dospeckie

dinAmico em relacdo as areas vizinhas. Para iBpase o valor do desvio
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padrdo da atividade bioldgica das janelas de umahanca (CARDOSO;
BRAGA; RABAL, 2012).

Uma andlise foi realizada em seguida usando o métodiesvio padrao
(SD). O SD é um método que apresenta uma compaesgéo as imagens
do conjunto, selecionando cada pixel da imagemnmspacando-0s a seus
correspondentes no conjunto. Os valores utilizadms baseados na escala
dos tons de cinza. Como resultado, obtém-se uma intagem em bits com
a distribuicdo da atividade biolégica (NOTHDURFT;A®, 2005;
WESTRUP; MCEVOY, 2013).

Os pontos da imagem foram escolhidos aleatoriantamtio de trés
regides de interesse (ROI), de acordo com a Figura técnicaAbsolute
Value of Difference (AVD) (BRAGA et al., 2011) foi utilizada nas argds
numeéricas provenientes das histérias temporais sgizkle dinamico,
associado a normalizagdo dos dados, de acordo eotlogd, Braga e Rabal
(2012).
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Figura 2 - Imagem de ponta de raiz com as regides selatisnpara andlise.
Regido 1= Centro quiescente; Regido 2= Regidodsaddi e expansao;
Regido 3= Regido parcialmente diferenciada.

Apoés esse procedimento, as raizes e a parte adara flavadas em

agua corrente e encaminhadas para obtencao deansatea.

4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas no softwat8VAR
(FERREIRA, 2011). As variaveis obtidas foram subdat ao teste de
normalidade de Shapiro Wilk. Os dados foram tramsolos quando ndo
seguiam uma distribuicdo normal. Em seguida, fofeitas as analises de
variancia. A fim de verificar a diferenga entre twatamentos para as
caracteristicas, foi realizada a comparacdo dasas@elo teste de Scott-
Knott a 5%.

5 CONSIDERACOES GERAIS

O método do biospeckle foi eficiente para evidaneiaatividade
bioldgica de raizes d& crusgalli podendo concluir que altas concentracdes
de caddmio reduzem a atividade biolégica da raizeBE®étodo torna o
processo de identificacdo do potencial dessa plpata fitorremediacao
mais rapido e menos honeroso, mas necessita @&s ®st mais espécies
vegetais.

N&ao foi observado mortalidade das plantas no tedgpexperimento e
concentracdes de Cd testadas, sugerindo que @stcieeg tolerante a este
metal, embora o seu crescimento e desenvolvimeef@ afetado nas

concentracdes elevadas de Cd.
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Portanto, é possivel afirmar que o crescimento serdelvimento de
capim arroz nas concentracdes crescentes de @dtirada concentragédo de
0,1 mg L' sdo afetados negativamente. Os dados de fotossintes
condutancia e transpiracdo corroboram com essaagfiio, no entanto, a
maioria das modificacbes favoraveis observadas npasacteristicas
anatbmicas visa compensar as modificacfes anat®magativas causadas
pela toxicidade do metal nesta espécie.

A espécie tem caracteristicas anatbmicas que bboatri para a sua
sobrevivéncia em ambiente aqudtico contaminado cagmio e tem
potencial para ser utilizada em programas de é&toediacdo, até a
concentracdo de 0,5 mg‘Lde Cd. A partir de 1 mgL de Cd, a mesma é
mais apropriada para a utilizagdo na bioindicagicahtaminacdo por Cd,

devido as sintomas ocasionados pelo metal .
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1- ATIVIDADE BIOLOGICA DE RAIZES COM CADMIO
EVIDENCIADA PELO SPECKLE LASER DINAMICO
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RESUMO

Diversas espécies de gramineas tém sido identificacbmo
promissoras para fitorremdiacdo do cadmio e comhaceapacidade que
algumas plantas tém de sobreviver e predominar rebieates ricos em
metais pesados € essencial para o desenvolvimenmtestitatégias de
fitorremediacdo. Porém, na maioria das vezes, @stiadar a estrutura e o
funcionamento das plantas, sdo aplicadas técnitassas e que demandam
tempo. As analises das imagenshiluspeckie laser representam uma nova
técnica para a obtencdo de informacdes sobre tegelgetais. Esse estudo
objetivou conhecer a atividade biologica evidereipdlobiospeckle laser,
associada a morfologia da ponta da raiz de capioz-agchinochloa
crusgalli), cultivado em solucdo com cadmio. As plantasrnfonaantidas por
15 dias em casa de vegetacdo, em solucdo nutribvalelineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizadom 8 tratamentos e 4
repeticbes, 10 plantas por repeticdo e 2 repetigiims bandeja. As
concentracdes utilizadas nos tratamentos foranentento controle (0);
0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 md He cadmio. As raizes dehinochloa
crusgalli de cada repeticédo foram colocadas em tubo de ecsaiendo 150
ml de meio de cultivo simples & base de Agar-Agaram capturadas 128
imagens dos padrbes depéckle’ por raiz. Em seguida, as amostras de
raizes foram emblocadas em historresina [eieaseccdes longitudinais
foram realizadas com micrétomo rotativo semiauticoaaté a regiao
mediana da raiz. A técnica dwospeckle foi eficiente para evidenciar a
atividade biologica de raizes Becrusgalli, tendo sido possivel concluir que
altas concentragbes de cadmio reduzem a atividadégica da raiz de
Echinochloa crusgalli. Essa técnica torna o processo de identificacdo do
potencial dessa planta para fitorremediacdo maigloée menos oneroso,
comparada a outras técnicas. No entanto, estac&comecessita ser
confirmada através de testes em um namero maieskries.

Palavra-chave: Biospeckle. Echinochloa crusgalli. Metal pesado,
Fitotecnologia. Raiz
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ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITY OF ROOTS WITH CADMIUM SHOWN
BY DYNAMIC SPECKLE

Several grass species have been identified as girgnifor
phytoremediation of cadmium and know the capadtigt some plants have
to survive and prevail in environments rich in heavetals is essential for
the development of phytoremediation strategies. él@w, in most cases, in
order to study the structure of plants, costly imé consuming techniques
are applied. Analyses of the laser biospeckle imaggpresent a new
technique to obtain information on plant tissueisTdtudy investigated the
biological activity evidenced by laser biospecklesaciated with the
morphology of the tip of barnyard grass root (Eokimoa crusgalli), grown
in solution containing cadmium. The plants weretkiEp 15 days in a
greenhouse, in a nutrient solution. The experimeatgaign was completely
randomized with 8 treatments and 4 replicationgpla@ts per repetition and
2 repetitions per tray. The concentrations usetiértreatments were control
(0); 0.01; 0.1; 0.5; 1.0; 2.0; 4.0; 8.0 mg L-1 afdmium. The roots of
Echinochloa crusgalli from each replicate were @tadn a test tube
containing 150 ml of culture medium based on singgar and 128 images
of speckle patterns by root were captured. Thenséimples were embedded
in the root historesin Leica® type and longitudisattions were made with
semi-automatic microtome until the middle region tife root. The
biospeckle technique was efficient to show the dgalal activity of E.
crusgalli roots. It was possible to conclude thaghhconcentrations of
cadmium reduce the biological activity of Echinamhlcrusgalli root. The
biospeckle technique was efficient to show the dgalal activity of E.
crusgalli roots. It was possible to conclude thaghhconcentrations of
cadmium reduce the biological activity of Echinazhlcrusgalli root. This
technique makes the process of identifying the nii@kof this plant faster
and less costly for phytoremediation, compared tber techniques.
However, this technique needs to be confirmed biyrig a larger number of
species.

Keyword: Biospeckle.  Echinochloa  crusgalli. Heavy  metal.
Phytotechnology. Root.
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1 INTRODUCAO

Os elementos-traco estdo presentes em aguas salgais origens
estdo associadas a cada processo nhatural ou dévatarépica. A fonte
antropogénica dos elementos-traco na agua é agapgencipalmente, a
mineragdo e as aguas residuais domésticas. Acpolulas aguas por
elementos-traco é um fator importante tanto noocggoquimico desses
elementos quanto na saude ambiental (KABATA-PEDIN&KHERJEE,
2007).

Os elementos-trago mais perigosos na agua, s&gni@ro bario, o
cromo, o chumbo, o mercurio e o cadmio. A contagéinada agua pode
ocorrer por disposicdo e derrame proposital oueatad de residuos. Na
estacdo chuvosa, o rompimento de lagoas de cowoteded efluentes
industriais ou rejeitos de mineracdo muitas vemassporta metais pesados
para o corpo dos rios e eles entram na cadeiarghmelém de contaminar
diretamente a agua, limitando seus usos (CONSELHTINNAL DE
DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO, 2013).

O cadmio é um metal pesado de alta toxicidade ptese meio
ambiente, mas tem sido mais distribuido por vidspngénicas. Este metal
tem origem antropogénica a partir do refino doajrmobre e chumbo sendo
muito utilizado em galvanoplastia, plasticos, pigioe e baterias
(GUIMARAES et al., 2008). Sabe-se que ele ndo aptesacio benéfica a
nenhum sistema vivo, produzindo efeitos téxicosdague crdnicos nos
organismos expostos. Em humanos, os 6rgaos/sistaaiasatingidos séo o
figado, rins, pulmdes e ossos (MARQUES; AGUIAR; \&A, 2011).

Conhecer a capacidade que algumas plantas apresetéa
sobreviver e predominar em ambientes ricos em mgiesados, onde a

grande maioria das plantas ndo sobreviveria, é neisée para o
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desenvolvimento de estratégias de fitorremedia@dINJIARAES et al.,
2008).

As gramineas geralmente apresentam elevada dizdesithcilidade
de semeadura, rapido crescimento e estabeleciragptw isso, destacam-se
como potenciais para utilizacdo em areas contamipdr metais pesados
(SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006). Diversas espédiesgramineas tém
sido identificadas como promissoras para fitorréagg do cadmioOriza
sativa (FUJIMAKI et al., 2010; PEREIRA et al.,, 2011PBrachiaria
decumbens (SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006)Zea mays (NOCITO et
al., 2002) e Echinochloa crusgalli para fotorremediacdo de arsénio
(SULTANA; KOBAYASHI, 2011).

Para estudar a estrutura e funcionamento das plaéta aplicadas
na maioria das vezes técnicas laboriosas, demoeadag demandam alto
custo de aparelhos e reagentes. Braga et al. (20ii2aram obiospeckle
laser para permitir a aquisi¢cdo de sinais a pdetiraizes desenvolvidas em
géis.Speckle € um fenbmeno dptico que ocorre quando um Mmateigaiso é
iluminado por um laser (RABAL; BRAGA, 2009). E speckle se torna
dindmico quando os dispersores de luz presentematerial iluminado
mudam sua posi¢éo ao longo do tempo. A andliseedesémeno dindmico
€ conhecida comepeckle laser dindmico, outiospeckle laser (BRAGA et
al., 2011). As analises das imagensiigpecklie podem ser uma nova forma
para obtencdo de informacfes dos tecidos vegétaécnica dobiospeckle
laser foi aplicada para varios fendmenos bioldgicos comdaxa de
deformacado da raiz (RATHNAYAKE et al., 2008), dei@c de fungos em
sementes de feijdao (BRAGA; RABELO; GRANATO, 2005)eantificar
atividadebiospeckle de raizes crescidas em cultura de tecidoZedeviays,
Jatropha curcas, Citrus limonia (BRAGA et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2014). A relacdo dos fendmenos histologicos, guimie fisicos que
resultam no fendmeno dmospeckle ainda € um desafio. Alguns trabalhos

relacionam o fendmeno aos processos biologicokyimio a maturacdo do
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tecido, a divisdo celular, o movimento de organelas corrente
citoplasmatica e as reagfes bioquimicas (BRAGA g2@09).

O objetivo deste trabalho foi o de conhecer a ddide biologica,
evidenciada peldiospeckle laser, associada a morfologia externa e interna
da ponta da raiz do capim-arroEckinochloa crusgalli) cultivado em

solugdo com cadmio.

2 MATERIAL E METODOS

1.1. Cultivo das plantas

As mudas dé&chinochloa crusgalli Biotipo 26 (Capim-Arroz) foram
produzidas a partir de sementes colocadas em langigsticas, contendo
substrato vermiculita. As sementes foram forneciga® Instituto Rio-
grandense do Arroz/RS. Ap6s 30 dias, as mudas foodmsadas em solucao
completa de Hoagland e Arnon (1950) n°2, diluidd0& de sua forca
ibnica, em bandejas com capacidade 3 I, fixadasyio de uma placa de
isopor de 30 cm de didametro e 4,0 cm de espesdwsalucdo nutritiva foi
trocada a cada 7 dias. No intervalo de renovac8saacdes, o volume das
bandejas foi completado com 4gua deionizada sewppeenecessario. O
experimento foi mantido por 15 dias em casa detaege com tela de
sombreamento 50%. O delineamento experimentatadid foi inteiramente
casualizado, com 8 tratamentos em 4 repeticesjoséf plantas por
repeticdo e 2 repeticbes por bandeja. Os refetiddamentos consistiram
das concentragdes 0; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0;3400mg [* de cadmio.

1.2 Biospeckle da raiz
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Uma muda dd=chinochloa crusgalli de cada repeti¢éo foi colocada
em tubo de ensaio contendo 150 ml de meio de outimples a base de
Agar-Agar. Para evitar a sobreposicdo no tubo dmienas raizes foram
cortadas deixando apenas duas raizes para semmatas com o laser.
Foram selecionadas aquelas raizes que cresceraolut@io contaminada
com cadmio e que apresentavam entre 1 e 8 cm dpricoemto. A parte
aérea foi mantida durante todo o processo de deitur

Foram utilizados: um laser de diodo de 632 nm, ueme de
dispersao do feixe, um sistema de aquisicao digédmagem composto de
uma camara CCD clarged coupled device)) montada em um
minimicroscépio com ajuste de foco e um microcoragat, com
processador de imagens Scilab. A figura 1 apresemtsguema basico de

iluminac@o com todo o aparato necessario paraemgdd das imagens.

Amostra
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R W TR~ - e—— = -
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./
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V .
g
Minimicroscépio

de Captura Laser

Figura 1 — Aparato para obtencdo das imagens.

As imagens dos padrbes dapéckle” foram capturadas a uma taxa
de 10 segundos, totalizando 128 imagens por raiguais passaram por um

conjunto de testes para identificar a melhor arearg&todo mais adequado
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para andlise da atividade biol6gica. Foram reatigasb testes de qualidade
de saturacédo, contraste e homogeneidade (MOREIBE3)2Os testes de
saturacdo consistem em mostrar os pixels que &g limite maximo de
luminosidade, o que pode causar perda de inform&sitestes de contraste
identificam se apeckle possui atividade acima da capacidade de captura da
camera, pois isso também pode gerar perda de iafdonnessa éarea.
Quando a area possui alto contraste, ela possxa ladividade e quando
possui baixo contraste; possui alta atividade,etgmbém pode estar acima
da capacidade de captura da camera (MOREIRA, 2008).testes de
homogeneidade calculam qudo homogénea € a areaagam dospeckie
dinAmico em relacdo as areas vizinhas. Para iBpase o valor do desvio
padrdo da atividade bioldgica das janelas de umahanca (CARDOSO;
BRAGA; RABAL, 2012). Em seguida, realizou-se umdl&ae usando o
método do desvio padréo (SD). O SD é um método eguesenta uma
comparagdo entre as imagens do conjunto, seledonaada pixel da
imagem e comparando-a com seus correspondentes)jumio por meio do
desvio padréo. Os valores utilizados sdo baseadosscala dos tons de
cinzas. Como resultado, obtém-se uma nova imagem,bies, com a
distribuicAo da atividade biolégica (NOTHDURFT; YAOZ2005;
WESTRUP; MCEVOY, 2013).

Os pontos da imagem foram escolhidos aleatoriantamtio de trés
regides de interesse (ROI), de acordo com a Fgufas analises numéricas
das historias temporais dpeckle dindmico foram realizadas através da
técnicaAbsolute Value of Difference (AVD) (BRAGA et al., 2011) associada

a normalizacdo dos dados de acordo com Cardosga BrRabal (2012).
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Figura 2- Imagem de ponta de raizElerusgalli com as regides selecionadas para
andlise. Regido 1= Centro quiescente; Regido 29dBetde divisdo e
expansdo; Regido 3= Regido parcialmente difereaciad

ApoOs esse procedimento, as raizes foram usadas pémt@ncdo das
secgOes longitudinais.

1.3.Anatomia da Raiz

As raizes foram coletadas e fixadas em FAA (Foreidin Acido
acético e Alcool 70%) e, posteriormente, conservagta alcool 70%. As
amostras de raizes foram emblocadas em historrésiita® e seccgdes
longitudinais foram realizadas com micr6tomo retasemiautomatico até a
regido mediana da raiz. Em seguida, as seccOesn fsubmetidas ao
processo de coloragcdo com a mistura de azul delittdu0,5 %, seguindo 0s
métodos descritos por Kraus e Arduin (1997). Padadratamento, foram

utilizadas 4 repeticBes com as secc¢des longituglinai
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1.4 Andlise Estatistica

As anadlises estatisticas foram feitas com auxilm sbftware
SISVAR (FERREIRA, 2011). Os dois fatores estuda@oscentracéo de Cd
e Regido na ponta da raiz foram inicialmente sulimetao teste de
normalidade Shapiro Wilk (p>0,05). A analise deidmeia foi feita com
interacdo entre os fatores (p<0,05) pelo testeds egsultados significativos

foram submetidos ao teste de Scott-Knott.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Laser

Comparado as técnicas convencionais de anatomiztaleg
citogenética empregadas para obter informacdesiagré&semelhantes, o
esquema basico de iluminagdo para a obtencdo dagem® (Figura 1)
permitiu a obtencdo de resultados satisfatorios neenos tempo e com
Menos recursos.

Os resultados confirmaram que a regido 2 (Regidaidedo e
expansao) (Figura 2) tem maior atividade quandopenatda as regides 1
(Centro quiescente) e 3 (Regido parcialmente ditéaela), de acordo com o
valor de p (p< 0,0068) (Tabela 1).
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Tabela 1 Médias da atividade biolégica em cada regidoamgpda raiz d€&.

crusgalli.

Regido da raiz Médias
Regido 3 1,3956 b
Regido 2 1,6415a
Regido 1 1,4025 b

cv 6,98*

* Dados transformados. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si
estatisticamente.

Na regido 2, encontram-se células em divisdo ens&§m 0 que
explica a maior atividade biologica. O centro quézde (Regido 1) possui
células iniciais que sao relativamente inativapresentam poucas divisdes
celulares. Ja a regido 3 possui tecidos parciabrdiférenciados. Conforme
descrito por Esau (1974), a medida que se distaloc@entro quiescente, as
células cessam as divisbes e aumentam de tamardsenvidlvendo
caracteristicas especificas, ou seja, se difemendRribeiro et al. (2014)
encontraram diferencas de atividade ao longo desale jatropha, de milho
e de citros. Esses autores observaram que aaat@bibspeckie € criada por
fendmenos bioldgicos, como ficou demonstrado quaraapararam raizes
vivas e mortas e obtiveram diferencas significativa

A atividade biolégica em todas as concentragéesnmior quando
comparada a atividade biolégica na concentracamaineé no tratamento
controle (Tabela 2). Observou-se um aumento dadatie biologica na
concentracdo inicial de Cd (0,01 mg")L ocorrendo uma reducéo
significativa a partir da concentracéo de 0,1 rifgde Cd. Um aumento na
atividade foi observada na concentracéo 2 mgle Cd, seguido de uma

nova queda na concentracdo 4 rigde Cd (Tabela 2).
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Tabela 2 Atividade biolégica da ponta da raiz Becrusgalli

[Cd] Atividade biologica
mg L™
0 1,97b

0,01 2,2766 a

0,1 1,1650 e

0,5 1,4041d

2,0 1,7408 c

4.0 0,5666 f

8,0 0,7066 f

cv 6,21*

*Dados transformados. Médias seguidas de mesnzarétr diferem entre si
estatisticamente.

A divisdo celular pode estar relacionada a variagdoatividade
bioldgica das raizes de plantas cultivadas conD&dacordo com Ribeiro et
al. (2014), pelo menos um componentebiispeckle resulta de um processo
biolégico e que este processo estad localizado na #ga divisdo celular.
Assim, a diminuicdo na atividade observada na Babglode ser atribuida a
fitotoxicidade do Cd, conforme descrito por Silvak (2013). Estes autores
demostraram claramente que altas concentragdesddév€ram efeitos
toxicos sobre a divisdo celular de raizesResiratiotes.

Os gréficos de Matriz de ocorréncia (MOC) (Figuyac8rroboram
essa afirmacédo. Pode-se notar que, quanto maisperséo fora da diagonal
principal, maior sera a atividade da raiz. A medjda a concentracéo de Cd

aumenta, ha uma reducéo na dispersao fora da diggamcipal.
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Figura 3- Matriz de ocorréncia (MOC) da ponta da e E. crusgalli
cultivadas em solucdo com Cd. A = 0 m§ B= 0,5 mg [*

O Cd interrompe processos de sinalizacdo fisiot&yie também
pode amplificar a resposta celular a outros efédirgos desse metal, como
0 dano direto de enzimas e transportadores, oxaddedidis ou aumento de
niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO).

De acordo com Tian et al. (2012), as pontas daggasdo zonas
muito ativas de metabolismo e sdo extremamenteiveEnsao estresse
bidtico ou abidtico representando, portanto, ucidteideal para examinar
0s mecanismos de tolerancia e respostas iniciegs@a@d como foi proposto
no presente trabalho.

Teixeira (2014) observou que, cultivado em agua chfi@rentes
concentracdes de lama de polimento de rochas ontaimeom altos teores
de elementos-trac@,. cepa apresentou reducdo no tamanho e na quantidade
de raizes produzidas e no indice mitético. Por ndeidndice mitético é
possivel avaliar o potencial de uma determinadat&nbia de inibir ou
aumentar a proliferagdo celular, pois ele refleteeguéncia de divisdo
celular (ADAM; EL-ASHRY, 2010).

Em C. zzanioides, Oliveira (2013) observou que, a partir da
concentracdo de 6,4 mg‘lLde Cd, o conteldo de DNA foi reduzido,
demonstrando haver perdas do DNA como efeito d@sgfo ao metal.
Essas perdas podem ter ocorrido até em concergrateores de Cd et

Zizanioides, pois, de acordo com a Tabela 2, com 4 ritgde Cd h&a uma
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queda drastica da atividade bioldgica das raiz@sb€m foi observada uma
reducéo no indice mitdtico a partir da concentragéics,4 mg [* de Cd,
devido a presenca de nucleos apoptéticos (OLIVEERAJ).

Silva et al. (2013) observaram que em termos denalidade do
ciclo mitético, o Cd aumentou significativamente wimero de
irregularidades em metafases Rlestratiotes submetidas a 12,8 mg*lde
Cd. Outras alteracbes também foram encontradasprangm frequéncias
mais baixas, como C-metafases, cromossomos semtagpd®, anafases
multipolares, pontes e também fragmentos. Envittata, Balestri et al.
(2014) observaram que o Cd induz uma mudanca nantaondo meristema
apical de raiz, tornando-0 progressivamente mait @om o aumento da
concentracdo e que este resultado, provavelmentefluienciado pela
atividade mitética.

O aumento da atividade biologica das raizes culéisa na
concentracao inicial (0,01 mg'). pode ter sido um efeito de adaptacéo das
células a presenca do metal em baixa concentriigAmaioria dos casos, 0
Cd ignora os receptores da superficie celularaafit a fungédo celular, a
transcricdo de genes e a regulagdo e isso podearemm morte celular e/ou
adaptacdo induzida pelo estresse e sobrevivénaidprone descrito por
Gallego et al. (2012). Oliveira (2013) observou ammento significativo no
indice mitético na concentracdo 1,6 a 3,2 nigde Cd emC. zizanioides,
representado pelo estimulo da proliferacdo celidduzida pelo metal,
mesmo com uma maior incidéncia de anormalidadesocprafase com
cromossomos perdidos, metafase com cromossomos oni@atados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Zdu(8012) enA. cepa

3.2.Anatomia da Raiz
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Observa-se uma diminuicdo do tamanho e espesssinaidas com
0 aumento da concentracdo de Cd na solugéo (Figwed confirmando os

dados evidenciados por meio lolospeckle laser (Tabela 2).

Figura 4 — Imagens do método de Desvio Padrdo (@) enostrando atividade
biolégica real em comparacdo com a morfologia déses (B e D) na
presenca de Cd. Ae B=0 mg;lCe D=8 mg [*

A maior intensidade de pixels nas imagens do SOcandhaior
atividade biologica naquela regiéo.

Nota-se uma reducdo na espessura da ractidaeochloa crusgalli
(Figura 6). Observam-se, também, raizes com uneattegdo em relacdo ao

eixo principal a partir da concentracéo de 1 mglo afinamento da ponta a
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partir de 2 mg L. Esse efeito pose ser interpretado como uma respos
adaptativa para proteger as plantas da toxicidaded] de acordo com Lux
et al. (2011). Os mesmos autores observaram quapioss de raizes de
milho cultivado em &4gar com 0 de Cd de um lado®@ 1 de Cd do outro
sofreram uma torcdo para a camada de agar contéddoeom posterior
paralisacdo no crescimento. Essa torcdo foi caupatia interrupcdo do
alongamento das células no lado da raiz expos@dasendo que, do outro

lado, o0 alongamento das células continuou.

Figura 5 - Fotomicrografias longitudinais da powia raiz deE. crusgalli em
solugcdo com Cd. A=0, B=0,01 C=0,1 D=0,5 E=126=4 H=8 mg
L*de Cd. Barra= 50 pm.

Uma distor¢do grave de pontas de raiz foi obseresaaizes de
Sedum alfredii, variedade que ndo é hiperacumuladora, crescenddsee
100 uM Cd, conforme observado por Tian et al. (20&E8tas concentracdes
s&o equivalentes a 2,85 e 11,26 rifgde Cd, portanto similares e superiores
as concentracfes utilizadas no presente trababpectivamente.

Observando a morfologia externa das plantasEderusgalli na
presenca de Cd, foi possivel perceber o aumentdafasmacfes ocorridas
no sistema radicular, com o aumento da concentrdedGd em solucéo

(Figura 5), demonstrando o efeito toxico do metatapim- arroz, por meio
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de sintomas visuais causados por este elemento.erabites
morfofisioldgicas em todo o corpo da planta podestarerelacionadas
diretamente as modificacGes na estrutura radicdégrrentes de respostas
a contaminantes ambientais, haja vista que assraipestituem a via
primaria de absorcdo de agua e nutrientes (DEGENMARGIMMLER,
2000).

Plantas cultivadas em solugdo controle e 0,01 rifgde Cd
apresentaram maior desenvolvimento de raizes quaodwaradas as
plantas cultivadas nas demais concentracbes (FiglJa Esse resultado
demonstra a tolerancia dessas plantas em baixasraoacdes de Cd. Ezaki
et al. (2008) também observaram que, de acordo @ooomprimento
relativo das raizegchinochloa crusgalli apresentou toleréancia ao Cd e ao
Cu, quando testados em concentracdes abaixo de\d,1

Carvalho et al. (2013) observaram qu&omphrena elegans
submetida a 5 uM de Cd néo foi tolerante a esseeotracdo e apresentou
reducdo na elongacgéo das raizes apds 3 e 6 degpdsicdo ao metal. O
mesmo foi observado paE crusgalli, mas ainda com atividade biolégica
de raizes reduzida, esta espécie foi capaz devbabrelurante 15 dias em

concentracao semelhante.

Figura 6 — Plantas dechinochloa crusgalli cultivadas em solucédo nutritiva com a
presenca de Cd em diferentes concentracdes.
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Adam e El-Ashry (2010) citam que o crescimento dizes estd
estritamente relacionado com o indice mitético deristema apical
radicular, uma vez que a producdo de novas céfulds responsabilidade
dessa regido meristematica. Pereira et al. (20dsgrearam um decréscimo
do indice mitético inversamente proporcional a eohm@cdo de Pb,
demonstrando que o0 aumento da concentracdo doimetala a inibicdo da
divisdo celular da regido meristematica das radeealface. Uma parte da
inibicdo do crescimento radicular na presenca dedbplantulas de alface
advém da restricdo dessas divisdes celulares, reoafdescrito por Pereira
et al. (2013). Sacks, Silk e Burman (1997) obsamwauma diminuicdo na
divisdo celular em raizes de milho sob estresséchid concluiram que os
efeitos da variagdo ambiental influenciam nos pesinfle taxa de divisdo
celular e no tamanho da célula. Todos esses rdesltonfirmam o que foi
observado no presente trabalho, isto é, a redug@pescimento radicular e
na atividade biologica estdo relacionados ao indidético e a divisdo
celular. Qin, Jiang e Liu (2013) afirmam que 50 g&Cd podem afetar as
proteinas do nucléolo de plantas Weia faba L., inibindo assim o
crescimento radicular.

Na presenca de Cd, os danos causados aos merist&inas
provenientes do desencadeamento do processo de eetutar programada.
Isso ocorreu devido aos sintomas de genotoxicidadeando necessaria a
eliminacdo de células meristeméticas afetadas @elo de acordo com
Oliveira (2013). O mesmo ocorreu &nzizanoides, na presenca de Cd.

Portanto, a severa inibicdo do crescimento radicués maiores
concentracdes de Cd, a diminuicdo do tamanho dassraseguida por sua
deformacao; a reducdo da espessura e a baixaaatvioldégica podem ser
explicadas por esta restricdo das divises cetulare virtude do baixo

indice mitético.

4 CONCLUSAO
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A técnica dobiospeckle laser pode ser utilizada no processo de
identificac@o do potencial das plantas para fitoediacdo de forma rapida e
menos onerosa. A atividade biolégica observada bebspeckle laser
dindmico na ponta das raizes é maior na regidovis&id e expansdo ek
Crusgalli.

Em altas concentracdes de cadmio, a técnidaiatpeckie laser foi
eficiente para evidenciar a atividade biolégicardizes, sendo possivel
concluir que concentracdes acima de 4 mb de cadmio reduzem a
atividade bioldgica da raiz dechinochloa crusgalli.

As concentraces maiores que 1 mg de Cd interferiram na
morfologia externa das raizes das plantas utilgadantribuindo para a

diminuicdo do sistema radicular nas plantas esaslad

AGRADECIMENTOS

A FAPEMIG, ao CNPqg, ao Instituto Rio-grandense dorod ao
CEDIA/DEG

REFERENCIAS

ADAM, F. I. M.; EL-ASHRY, Z. M. Evaluation of genokicity of 4-n-
nonylphenol usingicia faba L. Journal of Biological Science Oxford, v.
10, n. 4, p. 368-372, June 2010.

BALAESTRI, M. et al. Cadmium uptake, localizationdastress-induced
morphogenic response in the fern Pteris vittatanta, Berlin, v. 239, n. 5,
p. 1055-1064, May 2014.

BRAGA, R. A. et al. Evaluation of activity througtynamic laser speckle

using the absolute value of the differen&@gtics Communications
Amsterdam, v. 284, n. 2, p. 646-650, Jan. 2011.

38



BRAGA, R. A. et al. Livebiospeckle laser imaging of root tissues.
European Biophysics Journal New York, v. 38, n. 5, p. 679-686, June
20009.

BRAGA, R. A; RABELO, G. F.; GRANATO, L. R. Detectioof fungi in
beans by the laser biospeckle techniddiesystems EngineeringLondon,
v. 91, n. 4, p. 465-469, Aug. 2005.

CARDOSO, R. R.; BRAGA, R. A.,; RABAL, H. J. Alterrigé protocols on
dynamic speckle laser analysis. In: INTERNATIONADNFERENCE ON
SPECKLE METROLOGY, 5., 2012, Vig®roceedings...Vigo: [s.l.],
2012. v. 8413, p. 1-6. Disponivel em: <http://www.
scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-
84880069973&partneriD=40&md5=a342e
51d6fae86293b376d4f35ab65f6>. Acesso em: 10 s&P.20

CARVALHO, M. T. V. et al. Gomphrena claussenii, first South-
American metallophyte species with indicator-like @d Cd accumulation
and extreme metal tolerandgontiers in Plant Science Lausanne, v. 4, p.
180-190, June 2013.

CARVALHO, P. H. A. et al. Motility parameters asse®ent of bovine
frozen semen by biospeckle laser (BSL) syst®imsystems Engineering,
London, v. 102, p. 31-35, 2009.

CASTRO, E. M.; PEREIRA, F. J.; PAIVA, Ristologia vegetal:estrutura
e funcéo de 6rgdos vegetativos. Lavras: EditordRaA, 2009.

CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO. Agua: desafios da sociedade. In: PREMIYEM
CIENTISTA, 27., 2013, Rio de Janeinais... Rio de Janeiro: Fundacao
Roberto Marinho, 2013.

DEGENHARDT, B.; GIMMLER, H. Cell wall adaptations tmultiple
environmental stresses in maize rodtairnal of Experimental Botany,
Oxford, v. 51, n. 344, p. 595-603, Mar. 2000.

ESAU, K.Anatomia das plantas com sementeS&ao Paulo: Edgard
Blucher, 1974.

EZAKI, N. et al. Wild plants, Adropogon virginicus L. andMiscanthus
sinensis Anders, are tolerant to multiple stresses inclgdiluminum, heavy
metals and oxidative stress$ant Cell Reports,Berlin, v. 27, n. 5, p.
951-961, May 2008.

39



FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical gsiglsystemCiéncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, Nov./dez. 2011

FUJIMAKI, S. et al. Tracing cadmium from culturegpikelet: noninvasive
imaging and quantitative characterization of abonp transport, and
accumulation of cadmium in an intact rice pldiant Physiology
Lancaster, v. 152, n. 4, p. 1796-1806, Apr. 2010.

GALLEGO, S. M. et al. Unravelling cadmium toxiciyd tolerance in
plants: insight into regulatory mechanisfgsyvironmental and
Experimental Botany, Elmsford, v. 83, p. 33— 46, Nov. 2012.

GUIMARAES, M. A. et al. Toxicidade e tolerancia e@dmio em plantas.
Revista Tropica — Ciéncias Agrarias e Bioldgicad/icosa, v. 3, n. 1, p. 58-
65, 2008.

HOAGLAND, D. R.; ARNON, D. I.The water culture method for
growing plants without soils.Berkeley: The College of Agriculture
University of California, 1950.

KABATA-PENDIAS, A.; MUKHERJEE, A. B.Trace elements from soil
to human. Berlin: Springer, 2007.

KRAUS, J. E.; ARDUIM, M.Manual basico de métodos em morfologia
vegetal.Seropédica: EDUR, 1997.

LUX, A. et al. Root responses to cadmium in theahphere: a review.
Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 62, n. 1, p. 21-37, Sept. 2011.

MARQUES, M.; AGUIAR, C. R. C.; SILVA, J. J. L. S.d3afios técnicos e
barreiras sociais,econdmicas e regulatorias naditeediacao de solos
contaminadosRkevista Brasileira de Ciéncias do Solo/igosa, v. 35, n. 1,
p. 1-11, jan./fev. 2011.

MOREIRA, J.Desenvolvimento de uma ferramenta computacional de
livre acesso para o processamento de imagens dodge laser dindmico.
2013. 153 p. Dissertacao (Mestrado em Engenhargisiemas) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2013.

NOCITO, F. F. et al. Cadmium-induced sulfate uptakeaize rootsPlant
Physiology, Lancaster, v. 129, n. 4, p. 1872-1879, Aug. 2002.

NOTHDURFT, R.; YAO, G. Imaging obscured subsurfademogeneity

using laser speckl®ptics Express Washington, v. 13, n. 25, p. 10034-
10039, Dec. 2005.

40



OLIVEIRA, C. Mecanismos anatémicos, citoldgicos e fisiolégicos d
Vetiver (Chrysopogon zizanioides (L.) Robert) para a recuperacéo de
ambientes aquaticos contaminados por cadmio e churnk2013. 219 p.
Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Univerdel&ederal de Lavras,
Lavras, 2013.

PEREIRA, B. F. F. et al. Cadmium availability arat@mulation by lettuce
and rice Revista Brasileira Ciencia do SoloYigosa, v.35, n. 2, p. 645-654,
mar./abr. 2011 .

PEREIRA, M. P. et al. Fitotoxicidade do chumbo eanginacéo e
crescimento inicial de alface em funcdo da anatead&ular e ciclo celular.
Agro@mbiente On-ling Roraima, v. 7, n. 1, p. 36-43, abr. 2013.

QIN, R.; JIANG, W.; LIU, D. Cadmium can induce ak&ons in the cellular
localization and expression of three major nucleptateins in root tip cells
of Viciafaba L. Plant Soil, London, v. 368, n. 1-2, p. 365-373, July 2013.

RABAL, H. J.; BRAGA, R. A.Dynamic laser speckle and applications.
New York: CRC Press, 2009.

RABELO, G. F. et al. Laser speckle techniques agpib study quality of
fruits. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambierdl, Campina
Grande, v. 9, n. 4, p. 570-575, out./dez. 2005.

RATHNAYAKE, A. P. et al. Novel optical interferentechnique to
measure minute root elongations of Japanese redRiimus densiflora
Seibold & Zucc.) seedlings infected with ectomybaral fungi.
Environmental and Experimental Botany, EImsford v. 64, n. 3, p. 314—
321, Dec. 2008.

RIBEIRO, K. M. et al. Continuous, high-resolutiolm$peckle imaging
reveals a discrete zone of activity at the rooapat responds to contact
with obstaclesAnnals of Botany,Oxford, v. 113, n. 3, p. 555-563, Feb.
2014.

SACKS, M. M.; SILK, W. K.; BURMAN, P. Effect of war stress on
cortical cell division rates within the apical nmstem of primary roots of
maize.Plant Physiology,Lancaster, v. 114, n. 2, p. 519-527, June 1997.

SILVA, S. A. et al. Reproductive, cellular, and tomaical alterations in
pistia stratiotes |. plants exposed to cadmiWmater, Air and Soil
Pollution, Dordrecht, v. 224, p. 1465, Feb. 2013.

SILVA, S.; SIQUEIRA, J. O.; SOARES, C. R. F. S. Myrhizal fungi
influence on brachiariagrass growth and heavy neetaiction in a

41



contaminated soiPesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, v. 41, n. 12,
p.1749-1757, dez. 2006.

SULTANA, R.; KOBAYASHI, K. Potential of barnyard gss to remediate
arsenic-contaminated soWeed Biology and ManagementiImsford,v.
11,n.1, p. 12-17, Mar. 2011.

TEIXEIRA, M. B. Avaliacdo da genotoxicidade e das alteractes
anatdmicas provocadas pelo residuo do beneficiamentle rochas
ornamentais emAllium cepa L. (Amaryllidaceae). 2014. 83 p. Dissertacao
(Mestrado em Botanica Aplicada) - Universidade Faldde Lavras, Lavras,
2014.

TIAN, S. K. et al. Root adaptations to cadmium-ioeld oxidative stress
contribute to Cd tolerance in the hyperaccumul&dum alfredii. Biologia
Plantarum, Praha, v. 56, n. 2, p. 344-350, Sept. 2012.

WESTRUP, U.; MCEVOY, F. J. Speckle tracking echdaagraphy in
mature Irish Wolfhound dogs: technical feasibilitygasurement error and
reference intervaldcta Veterinaria Scandinavica,Copenhagemy. 55, n.
1, p. 41, May 2013.

ZOU, J. et al. Effects of cadmium stress on rgotélls and some

physiological indexes iAllium cepa var.agrogarum L. Acta Biologica
Cracoviensig Krakow, v. 54, n. 1, p. 129-141, 2012.

42



ARTIGO 2 - MODIFICACOES ANATOMICAS E FISIOLOGICAS
DE FOLHA E RAIZ DE CAPIM-ARROZ ( Echinochloa crusgalli (L.) P.
Beauv.) CULTIVADO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE
CADMIO
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de avaliar as daréticas
morfofisiolégicas e quimicas de plantas de CapirazarEchinochloa
crusgalli), cultivado sob concentragdes crescentes de cadwimudas de
Echinochloa crusgalli foram mantidas por 15 dias em casa de vegetagéo, e
solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Wili-se o DIC com 8
tratamentos em 4 repeticbes, 10 plantas por ré&jpetc?2 repeticdes por
bandeja. As concentragbes utilizadas nos tratamefaiam: tratamento
controle (0); 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8§ Int de cadmio na forma de
Cd (NG)..4H,O. As modificacbes na morfologia externa e interna,
determinagéo da fotossintese e nas trocas gaswaas dbservadas ao final
do experimento. Amostras de folhas e raizes foratadds em FAA
(formaldeido acido acético e alcool 70%) e, postarente, conservadas em
alcool 70 °GL. Foram utilizadas técnicas habituame laboratérios de
anatomia vegetal para o corte e a coloragcdo dagdesc Para cada
tratamento, foram feitas 4 repeticdes e foram fatmgrafadas 3 seccbes
por repeticdo. Nao foi observada a mortalidadepiastas no tempo e nas
concentracdes de Cd testadas, sugerindo que @sieieeg tolerante a este
metal, embora o seu crescimento e 0 seu desenwltinsejam afetados em
concentracdes elevadas de Cd. E possivel afirmar @m concentracées
crescentes de Cd, a partir da concentracdo de @,Il‘lm) crescimento e 0
desenvolvimento ddechinochloa crusgalli s&o afetados negativamente.
Concentragbes acima de 1 mg modificaram o cértex, a formacdo dos
aerénquimas e a endoderme. A espécie tem carticterianatémicas que
contribuem para a sua sobrevivéncia em ambientétiaqu contaminado
com cadmio e tem potencial para ser utilizada ermgramas de
fitorremediacdo até a concentracdo de 0,5 rilgde Cd. A partir da
concentragdo de 1 mg'lde Cd,Echinochloa crusgalli é mais apropriada
para a utilizacdo na bioindicacdo da contaminagdio Qd, devido aos
sintomas ocasionados pelo metal.

Palavra-chave: Fitotecnologia. Metal pesado. GraasnEndoderme
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ABSTRACT

ANATOMICAL AND PHYSIOLOGICAL MODIFICATIONS OF LEAF
AND ROOT OF Echinochloa crusgalli (L.) P. Beauv.) GROWN UNDER
DIFFERENT CADMIUM CONCENTRATIONS

The objective of this study was to evaluate the phological,
physiological and chemical characteristics of bardygrass (Echinochloa
crusgalli), grown under increasing concentratiohsagimium. The seedlings
of Echinochloa crusgalli were maintained for 15 days in a Hoagland and
Arnon’s nutrient solution (1950).This study aimed evaluate the
morphological, physiological and chemical charasties barnyard grass
(Echinochloa crusgalli) grown under increased cadmium concentrations.
The completely randomized design was used with e&tinents and 4
replications, 10 plants per repetition and 2 réjoets per tray.The
concentrations used in the treatments were co(®ol0.01; 0.1; 0.5; 1.0;
2.0; 4.0 and 8.0 mg L-1 of cadmium as Cd (NO3) 2@HChanges in
external and internal morphology, in determiningotoisynthesis and gas
exchange were observed at the end of the experifBantples of leaves and
roots were fixed in FAA (Formalin Acetic Acid andh&anol 70%) and then
preserved in alcohol 70 ° GL. Leaf and root samplese fixed in FAA
(formaldehyde acetic acid and 70% ethanol) and fireserved in alcohol
70 ° GL. Standard techniques in plant anatomy latiooies for cutting and
staining the sections were used. For each treaintevds made 4 replicates
and three sections were photomicrographed. Theineleawas dried and
homogenized for assessing the content and Cd adatiomu No mortality
was observed in plants at the tested time and @decdrations, suggesting
that this species is tolerant to this metal, algiouheir growth and
development are affected by high concentratior@bflt can be argued that,
with increasing concentrations of Cd, from the @nication of 0.1 mg L-1,
growth and development of Echinochloa crusgalli adeersely affected.
Concentrations above 1 mg L-1 modified the cortdre formation of
aerenchyma and the endoderm. The species has dretdeatures that
contribute to their survival in the aquatic envineent, contaminated with
cadmium and has the potential to be used in phytedétion programs up
to a concentration of 0.5 mg L-1 Cd. From the cotredion of 1 mg L -1
Cd, Echinochloa crusgalli is more suitable for asebioindicators of Cd
contamination due to the symptoms caused by thelnzetd also the
extracted Cd concentrations.

Keyword: Phytotechnology. Heavy metal. Barnyardsgr&andodermis.
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1 INTRODUCAO

Toda atividade humana tem associada uma geracadgdas
residuais que devem ser destinadas a um tratangumo garanta a
continuidade do ciclo de consumo desse recurso (MAR; LARA-
BORRERO, 2012). O aumento da populacao e das atieglindustriais tem
feito com que a descarga de 4gua contaminada reejaportante problema
ambiental, especialmente porque gera poluicdo pataim pesados como
cadmio (Cd), chumbo (Pb), arsénio (As) e outrasstéuicias perigosas,
normalmente de origem industrial, além de poluigéginica e 0 aumento
na quantidade de nutrientes em rios, mares e la@BASCOECHEA,
2005).

O céadmio é definido como metal pesado e consideradelemento
néo essencial para os processos metabdlicos, séo@dmtemente absorvido
pelas raizes e folhas das plantas. Est4 no grupeldmentos-traco que se
fixam em grandes moléculas ficando armazenado melasendo utilizado
em fungbes ainda desconhecidas (KABATA-PENDIAS; MUBRJEE,
2007).

O uso de macrdfitas tem demonstrado alta eficiémrilemocado dos
constituintes de aguas residuais. Os metais peséadosido removidos do
ambiente através do uso de diversos tipos de plaAtditeratura registra
trabalhos que indicam a remocao de 85 a 95% dg favbre, zinco, cadmio,
arsénio e cromo quando sdo utilizadas plantas déicithornia crassipes,
Pistia stratiotes, Lemna minor, entre outras macrofitas (MARTELO; LARA-
BORRERO, 2012; SILVA et al., 2013; PERREIRA et &011). As
gramineas destacam-se por seu potencial para @etagdo de &areas
contaminadas por metais pesados, como € o caBoadhiaria decumbens
(SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006). Diversas espédiesgramineas tém
sido identificadas como promissoras para fitorraegg do cAdmioOriza
sativa (FUJIMAKI et al.,, 2010); Brachiaria decumbens (SILVA,
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SIQUEIRA; SOARES, 2006) Echinochloa crusgalli para fotorremediacéo
de arsénio (SULTANA; KOBAYASHI, 2011). Argenta et. 82013)
mostraram que plantas dRrachiaria arrecta expostas ao arsénio podem
sofrer modificacBes na sua anatomia e fisiologi@ue caracteriza a sua
plasticidade, permitindo-lhe sobreviver na presatgsse poluente. Fawzy et
al. (2012) citam queechinochloa pyramidalis estd entre as plantas que
poderiam ser utilizadas em programas de biomomiterdo devido ao seu
potencial fitorremediador. Par&chinochloa crusgalli, poucos estudos
descrevem seu potencial para a fitorremediacaiom #g8No0 0S mecanismos
anatbmicos que contribuem para o seu funcionamaeatgresenca de
elementos toxicos como o Cd.

Sabe-se que, dentro do mesmo género, nem todaspésies se
comportam da mesma maneira. Carvalho et al. (2@&Bgalharam com
Gomphrena elegans e Gomphrena claussenii e observaram qu8. claussenii
tolera uma grande quantidade de Cd, acumulandato te raiz como na
parte aérea, ja@. elegans ndo tolera grandes quantidades de Cd.

Tendo em vista que nem todas as espécies de gemmine
desenvolvem-se em ambientes contaminados, o abdiste trabalho foi o
de avaliar as caracteristicas morfofisiol6gicas uimicas de plantas de
Capim-arroz [Echinochloa crusgalli), cultivadas em concentragdes
crescentes de Cd, a fim de determinar se essaaplmpresentam tolerancia

ao efeito toxico desse metal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1.Cultivo das plantas

As mudas deEchinochloa crusgalli biotipo 352 (Capim-arroz)
foram produzidas a partir de sementes colocadadamejas plasticas,

contendo substrato vermiculita. As sementes folmmetidas pelo Instituto

47



Rio-grandense do Arroz/RS. Apés 30 dias, as mudasrf colocadas em
solucdo completa de Hoagland e Arnon (1950) niRjd# a 40% de sua
forca ibnica, em bandejas com capacidade 4,0 bdég por meio de uma
placa de isopor de 30 cm de diametro e 4,0 cm gdesesra. A solucao
nutritiva foi trocada a cada a cada 7 dias. Nornwale de renovacdo das
solugcBes, o volume das bandejas foi completado é&goma deionizada,
sempre que necessario. O experimento foi mantiddlpalias em casa de
vegetacdo. O delineamento experimental utilizadé fficteiramente
casualizado com 8 tratamentos em 4 repeticéeslab@ap por repeticdo e 2
repeticbes por bandeja. Os tratamentos utilizadi@srf: controle; 0,01; 0,1;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg'lde Cd na forma de Cd (NR.4H,O.

As modificacdes na morfologia externa e internarfoobservadas e
registradas ao final do periodo experimental, cormaugilio de camera
digital, assim como o Analisador de trocas gasqsas infravermelho

(IRGA) para determinacgéo da fotossintese e daagrgasosas.

2.2IRGA

Para os parametros fisioldgicos, utilizou-se o iaadbr de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA) modelo LI-6400caPiaso utilizou-se a
terceira folha completamente expandida de uma@lpot parcela. A area
da folha analisada pela camara do IRGA foi coragitediante a medicdo da
area, com auxilio de uma régua, visto que as follaspoaceas nao
preenchem toda a camara, necessitando assim dedwmri-oram obtidos
resultados em relagéo a fotossintese (unfoé ) a transpiragcdo (mmol

s") e a condutancia (mol fsY).
2.3.Anatomia de folhas e raizes

Folhas e raizes foram coletadas e fixadas em FAAngéideido

acido acético e alcool 70%) e posteriormente coases em alcool 70 °GL.
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As raizes foram emblocadas em historresina Peicaeccdes transversais
foram realizadas com micr6tomo rotativo semiaut@oatEm seguida, as
seccles foram submetidas ao processo de coloragd@ enistura de Azul
de toluidina 0,5 %, seguindo os métodos descritms Kraus e Arduin
(1997). Nas folhas, as secc¢les transversais foemtizadas na regido
mediana da folha, obtidas com o auxilio do micr@amanual. Em seguida,
as seccdes foram clarificadas em solugdo de higtaclde sodio 50%,
lavadas em agua destilada e submetidas ao prodessoloracdo com a
mistura de Azul de Astra-Safranina seguindo os dataescritos por Kraus
e Arduin (1997). As seccdes foram colocadas emné@ntiom gelatina
glicerinada e cobertas por laminula. Moldes da rigie adaxial e abaxial
das folhas foram feitas com uso de adesivo Supe@&d na regido
mediana da folha. Os moldes foram colocados em nksni Foram
contabilizadas trés secg¢bes por lamina, tendoremittada uma lamina para
cada uma das repetices experimentais, e trés desdigor seccdo. As
seccdes foram fotomicrografadas com auxilio de wéeera digital
Olympus U-TV1X-2, acoplada ao microscopio OlympuX4C e com
auxilio do software Carl Zeiss AxioVision Viewer84 As medi¢des foram
realizadas no software para analise de imagenselinbhg5s.

Para cada seccéo da raiz, mediu-se a espessurpidéane, da
exoderme, do cortex, da endoderme, dos vasos dixieeta e foi feita a
contagem e medido o diametro dos vasos do metaxikero calculo do
indice de Vulnerabilidade de Carlquist — IVC derdoocom a formula:

IVC = Diametro dos Elementos Traqueais (UM) /Nioneke
Elementos Traqueais
calculado segundo Carlquist (1975).

Para as folhas foram feitas analises sobre a defesigstomatica, a
espessura da epiderme nas faces adaxial e alzxedpessuras do mesofilo
e do limbo foliar e 0 nimero de feixes vascularasregido mediana da
folha.
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2.4 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas com auxilio sbftware
SISVAR (FERREIRA, 2011). As variadveis obtidas forambmetidas ao
teste de normalidade de Shapiro Wilk. A transfo@oagos dados foi feita
quando ndo seguiam uma distribuicdo normal. Emidagforam feitas as
analises de variancia. A fim de verificar a difex@entre os tratamentos para
as caracteristicas, foi realizada a comparacamédsas pelo teste de Scott-
Knott a 5%.

3 RESULTADOS

Observou-se que plantas cultivadas em solucdo se(ra&amento
controle) e 0,01 mg £ de Cd apresentaram maior crescimento de acordo
com a andlise visual da parte aérea e maior delsémento de raizes,
quando comparadas as plantas dos demais tratan{€éigasa 1A). Foram
detectadas cloroses nas folhas jovens, expostasiases concentracdes de
Cd (1, 2, 4 e 8 mg't) além da diminuicdo do tamanho das plantas delacor
com o0 aumento da concentracdo de Cd na solucaoréFig).

As plantas diminuiram de tamanho conforme mostmfiguras 1B
e C devido a toxicidade causada pelo metal, afetardativamente funcdes
vitais da planta, como a taxa fotossintética, ctdmltia e transpiracdo
(Tabela 1).
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0,01 mgl3

Figura 1- Plantas dechinochloa crusgalli cultivadas em solugdo nutritiva com a
presenca de Cd em diferentes concentracdes. Aobend,01; 0,1 mg L
! B- controle; 1; 2; 4 mg L C- controle e 8 mgt

Em relacéo ao tratamento controle, ndo houve difarsignificativa
na fotossintese, na transpiracao e na condutamcizamntas dé=chinochloa
crusgalli cultivadas na concentracao inicial (0,01 mt) He Cd. Quanto as
caracteristicas fisiolégicas, houve reducao sicgiifta da fotossintese, da
transpiracdo e da conduténcia a medida que a doac&a do metal em
solugéo aumentou (Tabela 1). A partir da conceatrate 0,1 mg t.de Cd
em solucao nutritiva, a fotossintese, a transpir&cd condutancia sofreram
decréscimo quando comparadas ao tratamento caontrole

Tabela 1 — Caracteristicas fotossintéticas pamratifes concentragdes de cadmio
em folhas dé=chinochloa crusgalli.
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[Cd] Fotossintes  Transpiragédo Condutancia

(mg L™ (umoll m?s  (mmol m?s?) (mol m?s™)
)
0 17,06 a 1,79 a 0,11 a
0,01 13,16 a 1,58 a 0,09 a
0,1 2,38b 0,19 b 0,01b
0,5 0,55b 0,02b 0,00 b
1 1,18 b 0,25 b 0,01b
4 1,20 b 0,18 b 0,01b
8 1,44 b 0,17 b 0,01b
cv 15,55% 6,99% 0,86%

* Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entstatisticamente, 0,05% pelo
teste de Scott-Knott.

Em relac@o as caracteristicas anatdémicas, as fdBshinochloa
crusgalli sédo anfiestomaticas, apresentando estdmatos nerregidanto na
face adaxial quanto na abaxial. Possuem epiderissaniada em ambas as
faces, apresentando cuticula delgada. Apresentdofasébuliformes e
anatomia do tipo Kranz, com o mesofilo homogénetlalas da bainha
circundadas por células do mesofilo (Figura 2). @afnolismo é do tipo ££

conforme descrito por Concenco et al. (2008).

Figura 2— Seccéo transversal de folhd&danochloa crusgalli. A- Nervura central.
B- Limbo foliar. AD=Epiderme da face adaxial AB=Hprme da face
abaxial.
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Na epiderme da face adaxial, a densidade estomggioc@manteve
constante até a concentracdo de 0,5 migdomparada & densidade nas
folhas de plantas cultivadas sem o metal. Obseseowm aumento na
densidade estomética da epiderme tanto na faceiahdamo na face
abaxial, quando se aumentou a concentracdo de Gdlngéo nutritiva a
partir da concentracédo de 1 mg(Tabela 2).

N&ao foi observada modificacdo na espessura daremdda face
abaxial, mas, em relacdo a epiderme da face addmiam observadas
modificacdes, exceto na concentracdo de 0,01 fdelL.Cd. Com o aumento
da concentracdo de Cd na solugdo, até 4 rig dbservou-se uma
diminuicdo de sua espessura da epiderme da facgakhb@omparada ao
controle. A epiderme da face adaxial das plantdzvadas em solugéo com
8 mg L' de Cd teve maior espessura, quando comparada asisdem
concentracdes. Observou-se uma reducdo da espessuresofilo j4 na
concentracdo inicial de Cd (0,01 mg"L sofrendo uma nova reducéo
significativa a partir da concentracdo de 2 nigde Cd. Portanto, estes
tecidos influenciaram na espessura do limbo folipre apresentou uma
reducéo da espessura na concentracéo de 2'mig Cd.

Nao foi observada alteracdo no numero de feixesul@®s das

plantas estudadas.
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Tabela 2 — ModificagBes foliares de plantagdeinochloa crusgalli cultivado em solu¢gdo com diferentes concentragéesd.

[Cd] Densidade Densidade Espessura Espessura Espessura Limbo Numero
mg L™ estomética estomatica Epiderme Epiderme Mesofilo foliar de feixes
na face na face da face da face (um) (um) **  vasculares
adaxial abaxial  adaxial*** abaxial (mm™)
(um) (um)

0 28,78 b 24,33 c 32,35a 27,26 a 90,73 a 146 a 8,67
0,01 29,11 b 37,33 a 31,46 a 24,14 a 81,53 b 125 ab alo,0
0,1 27,11 b 32,67b 26,91 Db 22,65 a 73,96 c 133 ab ®,53
0,5 29,78 b 32,44 Db 28,66 b 23,45 a 77,53 b 129 ab 8,70

1 38,89 a 37,78 a - - - - 9,65 a

2 40,89 a 43,00 a 28,68 b 23,83 a 61,34 d 106,9b 18,3

4 42,00 a 42,88 a 2791b 24,33 a 70,53 ¢ 129 ab 8,70

8 46,11 a 44,67 a 31,50 a 24,80 a 63,34 d 131 ab 29,86
Ccv 10,56%¢6* 20,27% 9,49% 12,17% 9,52% 9,94% 16,09%

*Dados transformados. Valores seguidos da mesma @b diferem entre si estatisticamente, 0,05% tesite de Scottnott. ** Teste de
Tukey.***Significativo a 0,08% pelo teste de F.
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Nao foram observadas modificagbes na espessurapidarrae,
exoderme, didmetro médio dos vasos do xilema eV das raizes das
plantas cultivadas em solu¢cdo com concentracésseanrtes de Cd (Tabela
3). Comparada aos demais tratamentos, a espessaraldderme das raizes
de plantas cultivadas na concentracéo de 8 nde.Cd foi maior (Figura
3). A fim de evitar erros nas comparacdes dos &ajoalguns dados da
Tabela 2 e 3 foram omitidos devido a dificuldadgpdsparacao da amostra e

medicdes posteriores.

Figura 3- Seccdes transversais de raizeE.dgusgalli sob concentragfes de Cd
em solugdo nutritiva, detalhando endoderme. A-B;® mg L*. Barra: 50 pum.
EN= Endoderme; CX= Cértex.
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Tabela 3 — Caracteristicas anatdmicas da raizme paitifera para plantas dhinochloa crusgalli cultivadas em diferentes concentracdes de
cadmio.

Diametro
[Cd] Epiderme Exoderme Cortex PorceAntag_em d Endoderme medio dos
mg L (um) (um) (um) aerénquima (um) vasos do IvC
(%) metaxilema
(Hm)
0 10,13 a 21,03 a 256,99 a 37,60 b 7,11 Db 41,49a 08,1
0,01 891l a 20,24 a 203,62 b 56,50 a 6,38 b 4181 a &,85
0,1 - 23,07 a 182,75 b 72,35 a 7,38 b 43,78 a 16,28 a
0,5 7,49 a 21,73 a 134,16 b 58,85 a 6,53 b 37,73 a 18,5
1 - 20,16 a 183,61 b 41,42 b 7,65b 41,95 a 14,29 a
4 10,60 a 23,10 a 188,01 b 27,55Db 7,45 b 41,71a 8®,8
8 13,70 a 24,39 a 181,12 b 45,98 b 9,44 a 4158a 931,
Ccv 13,21* 14,35 18,76 28,19 12,49 13,63 20,59*

*Dados transformados. Valores seguidos da mesmzariéb diferem entre si estatisticamente, 0,0596,tpste de Scott-Knott.
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J& a espessura do cortex diminuiu com a presen€al €abela 3,
Figura 4).
Observou-se um aumento do aerénquima nas raizeglatdas cultivadas
com concentracdes até 0,5 m Em concentracdes maiores que 1 g L

observou-se uma diminuicdo da formacao de aerémagiigura 4).

Figura 4- SeccBes transversais de raizeg.dwusgalli sob concentracdes de Cd
em solugdo nutritiva. Cx= Cortex, Aer= AerénquirhaControle. B- 0,1 mg it C-
4 mg L

4 DISCUSSAO

Foram detectadas cloroses nas folhas jovens, egast maiores
concentracdes de Cd. Esse é um dos sintomas tipgiesis da toxicidade
ao Cd conforme descrito por Guimarées et al. (2@0&om o aumento da
concentracdo do metal na solu¢do, houve diminuigdotamanho das
plantas. O aparecimento de manchas cloréticas obmsf de plantas
cultivadas com concentragbes de Cd pode ser edplipala diminuicdo na
absorcao de ferro (Fe), elemento quimicamente $emie ao Cd. Por ser o
Fe um elemento envolvido nas reacGes de transfarémhe elétrons,
importante funcao na sintese das clorofilas, stiaiélecia afeta diretamente
a fotossintese, podendo provocar sintomas comosdere a reducao da

biomassa da parte aérea. O Cd tem influéncia diteeteo nas enzimas
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relacionadas a biossintese de clorofilas, pelatituigo do Mg, como na
reducdo do ndmero de cloroplastos por célula (GURMAKS et al., 2008).
Gallego et al. (2012) citaram que a exposicdo am@akz a uma diminuicdo
notavel na atividade ATP Sulfurylase e O-Acetylserina folha. Essas
enzimas participam da via de assimilacdo de sulfatva et al. (2013)
também observaram sinais de clorose em folhd&gtia stratiotes expostas
as maiores concentracdes Cd (1,6; 3,2; 6,4 e 1¢,8'n

Em relacdo ao tamanho das plantas, a diminuicde gedatribuida
a fitotoxicidade do Cd, conforme descrito por Bglem et al. (2007),
quando trabalharam coArabidopsis thaliana apds 21 dias de exposicdo ao
metal. Pereira et al. (2011a) observaram reducdoatéria seca de plantas
de Oryza sativa L. cv. ‘'IAC 202’ e Lactuca sativa L. cv. ‘Vera’, cultivadas
em solo com diferentes concentragdes de Cd.

Houve reducado de fotossintese em todas as conggedrale Cd a
partir de 0,1 mg L. A medida que a concentracdo desse metal no reeio d
cultivo aumentou, foi possivel concluir que a gidade de Cd translocada
para a parte aérea ocasionou distirbios ao apftasintético, afetando
este processo metabdlico essencial, ainda que reroacdes de Cd
acumuladas nos 6rgaos aéreos tenham sido infedsreancontradas nas
raizes. Oliveira (2013) também observou decrésaiantaxa de fotossintese
em C. zZizanioides em concentracdes crescentes de Cd. A fotossistese

manteve semelhante a fotossintese do tratamentmieona concentracao

Cd g* séo toxicos para a maioria das plantas (WHITE; BR)2010).

A diminuicdo da transpiracéo a partir de 0,1 migdmbém é uma
adaptacdo ao ambiente contaminado, reduzindo assiomducdo de metal
para a parte aérea. Casson e Hetherington (20a®) que as plantas tém a
habilidade de restringir a perda de agua ou dendimio numero de
estdmatos na epiderme como forma de se adaptandengas no ambiente.
O aumento na densidade estoméatica pode ter mirdmiaa efeitos de uma

condutancia estomética reduzida, permitindo, assing maior captacdo de
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CO,, como pode ser observado na Tabela 2. O Cd fpionssavel por

induzir a liberacdo de célcio de compartimentoscelubares (reticulo

endoplasmatico ou vacuolo), aumentando seus nheigitosol, o qual

explica reducdo na abertura estomatica em varéadgd como descrito por
Guimarées et al. (2008). A reducdo da aberturangdica pode reduzir a
disponibilidade de carbono para a fotossinteseretaado a reducdo na
condutancia estomatica e das taxas de crescimento.

O aumento da densidade estomatica também poderasemedida
compensatoria pela reducdo da area foliar e dassse do mesofilo,
garantindo a manutencdo do fluxo de,CRorém,isso nao foi suficiente
para garantir a manutencdo da fotossintese naasfdé plantas cultivadas
em concentra¢des maiores que 0,1 rilg @ decréscimo na espessura do
mesofilo, bem como na espessura da epiderme naatkoeal a partir da
concentracdo de 0,1 mg'lde Cd (Tabela 2) podem ser explicado pela
toxicidade do metal, reduzindo o processo de divesalongamento celular.
A reducdo na espessura destes tecido&.etnusgalli provavelmente deve
ter sido influenciada pelo fato de o Cd afetar @oacle fitorménios
responséaveis pela extensibilidade celular, compegpemplo, as auxinas. O
Cd é um inibidor competitivo dos cofatores requesidpelas rotas
biossintéticas das auxinas, conforme observadoZparet al. (2013) em
Arabdopsis thaliana, ao constatarem que o Cd reduziu o nivel de auxina
enddgena. Sua auséncia resulta na perda da capmde@roducéo de acido
indolacético, que promoveria a extensibilidade leeJufazendo com que
ocorra a alteragcdo dos processos fisiologicos dastgs, causando
toxicidade. Zhu et al. (2013) também observaram jpjaatas com mais
auxina se tornaram mitigadoras da toxicidade dd&ndo com que ele se
fixe mais na raiz, sendo menos transportado ppeata aérea.

O aumento na densidade estomatica foi acompanheldargrucéo
da espessura do mesofilo das folhasEderusgalli, ndo se refletindo no
aumento da fotossintese, evidenciando a toxicidadee metal nas plantas

estudadas. De acordo com Castro, Pereira e Pad@®)(2os estdbmatos
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podem variar de forma apreciavel na planta, sdbéntia de caracteristicas
ambientais como disponibilidade de agua, altitudeeraperatura. Varios
autores tém mostrado também evidéncias da inflaéteimetais pesados na
densidade estomatica. Gomes et al. (2011) obsenvaraaumento na
densidade estomatica em folhasBilachiaria decumbens cultivada em solo
contaminado com metais pesados. Pereira et all)2idservaram na face
abaxial e adaxial da epiderme de aguapé, aumendemsadade estomatica
na concentracdo de 0,25 mg' lde arsénio em relacdo ao tratamento
controle. De acordo com estes autores, 0 aumentienisidade estomatica
permitiu maior captacdo de G@ela planta e aumentou a fotossintese. A
reducdo na espessura do mesofilo e da epidermacdaabaxial e adaxial
também foi observada por Oliveira (2013) @mnzzanioides, ressaltando,
ainda, que o Cd tem comprovado efeito no fuso mdgdtinterferindo
negativamente na acao de fitorménios, respons@eiis alongamento das
células. Shi e Cai (2009) concluem que as caratita$ anatémicade
Arachis hypogaea L. como a densidade estomatica, a espessura dzal&m

0 parénquima palicadico apresentam uma grandeigidaste e que essas
caracteristicas sdo mais sensiveis a metais pedadpe outras.

O fato de ter ocorrido o espessamento da endodemme
concentracdo de 8 mg*Lde Cd na solucdo indica que a toxicidade
provocada pelo Cd induz ao espessamento das baregoplasticas em
Crusgalli, em alta concentracdo. Essas barreiras sdo forntpasio as
raizes sdo expostas a altas concentracdes de &dsmeotencialmente
téxicos como o Cd, de acordo com Lux et al. (20143. barreiras
apoplasticas atuam como filtros bioldgicos, evitgandssim, a absorcao
excessiva de Cd. O espessamento da endodermayeeita Cd chegue aos
vasos do xilema, via apoplasto, tendo que segudaminho simplasto
obrigatério, o que reduz a translocacdo do metah @ parte aérea,
protegendo o sistema fotossintético deste elentértoo, conforme citado
por Oliveira (2013). Silva et al. (2013) e Oliveif@013) observaram

modificacbes na espessura dos tecidos da raiPigtm stratiotes e C.
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Zizanioides, respectivamente, promovendo o0 espessamento dareeid
endoderme e exoderme quando expostas ao Cd.

Nao foi observada alteracdo no numero de feixesula®s das
plantas deE. crusgalli, indicando que o transporte de assimilados e
nutrientes nas folhas ndo foi afetado pela presdec&€d. Argenta et al.
(2013) e Pereira et al. (2011) observaram aumeatmimero de feixes
vasculares quando trabalharam com arsénio Brachiaria arrecta e
Eichhornia crassipes, respectivamente, e concluiram que esse aumento
minimiza os efeitos téxicos desse metal na planta.

A porcentagem de aerénquimas em relacdo ao coéadixutar
aumentou nas concentracbes até 0,5 migde Cd (Figura 4). Pode-se
relacionar essa resposta a lisogénese das cérua o estresse abidtico
promovido pelo metal. Resultado semelhante foi mas® por Oliveira
(2013) emC. zizanoides, quando submetida a concentragdes crescentes de
Cd em solugdo. O aumento na porcentagem de aenémqpode ser
considerado um fator de plasticidade anatdomicadbigao fato de que,
quanto maior a proporg¢éo de aerénquimas no caxtégular, melhor sera a
difusdo de @para as raizes, sendo esta necessdria para a n@TUEA
eficiéncia dos processos metabdlicos vitRist outro ladoQliveira (2013)
observa que, quanto maior a propor¢do de aerénguim&ortex, menor o
namero de células capazes de absorver Cd, o que seda uma
caracteristica de interesse, do ponto de vistdaeeimediacao.

Isso sinaliza o seu potencial de utilizacdo em naogs de
fitorremediacdo para este metal, como também silzagio como
bicindicadora da presenca deste poluente em meajodtieos por ele
contaminados.

Com relacdo a maximizacdo da captacdo de €condicdes que
comprometem a fotossintese seriamente, essaseristicas de plasticidade
anatbmica observadas para a espEcierusgalli contribuem efetivamente
para um certo grau de tolerancia ao Cd, como fodmaamenizar a

toxicidade do Cd causada a este processo.
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5 CONCLUSAO

N&o foi observada mortalidade das plantas no tesepexperimento
e nas concentracdes de Cd testadas, sugerindsiguespécie € tolerante a
este metal, embora o seu crescimento e desenvaiignsejam afetados nas
concentracdes elevadas de Cd.

A partir da concentracdo de 0,1 mg' ke em concentracdes
crescentes de Cd, é possivel afirmar que o crestoneeo desenvolvimento
de Echinochloa crusgalli sdo afetados negativamente. Os dados de
fotossintese, condutancia e transpiracdo corrobazasa afirmacédo. No
entanto, a maioria das modificacdes favoraveis rghdas nas
caracteristicas anatémicas visa compensar os dansados pela toxicidade
do metal nesta espécie.

As concentracdes de Cd tiveram pouca influéncia teasdos
radiculares. Apenas concentracdes acima de 1 hegusaram modificagdes
no cortex, na formagéo dos aerénquimas e na endeder

A espécie tem caracteristicas anatdmicas que lboatri para a sua
sobrevivéncia em ambiente aquético, contaminado céomio e tem
potencial para ser utlizada em programas de @&toediacdo até a
concentracdo de 0,5 mg'lde Cd. A partir de 1 mgtde Cd, é mais

apropriada para a utilizac&o na bioindicacdo déacoimacao por Cd.
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