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RESUMO 

A mineração é uma das principais atividades relacionadas à contaminação do 
solo por cádmio (Cd) e zinco (Zn). A presença de Cd em concentrações não 
naturais no ambiente tem sido reconhecida como um grande risco em potencial, 
devido à sua não biodegradabilidade e alta toxicidade para biota. O Zn é um 
micronutriente essencial para o crescimento vegetal, mas em altas concentrações 
pode apresentar fitotoxicidade afetando o crescimento da planta. A 
fitorremediação se apresenta como técnica de recuperação de áreas degradadas 
com um bom custo-benefício e natureza ambientalmente correta, utilizando 
plantas tolerantes e acumuladoras de elementos-traço. O estudo foi realizado 
visando avaliar a tolerância e o potencial acumulador de Alternanthera tenella 

Colla, pertencente à família Amaranthaceae e encontrada em áreas degradadas 
como a área de mineração de Zn em Vazante-MG. Para isso foram utilizadas 
análises anatômicas e fisiológicas, em plantas cultivadas em solo em casa de 
vegetação e em meio de cultura no ambiente in vitro. Foi observado que, em 
solo em casa de vegetação, A. tenella é capaz de absorver e translocar 
quantidade suficiente de Cd e Zn para ser considerada como espécie 
hiperacumuladora e, portanto, com potencial para aplicação em processos de 
fitorremediação. Altas concentrações de Zn induziram a maior absorção de Cd, 
mas reduziram os efeitos tóxicos desse elemento por competir por sítios de 
ligação na planta. Devido à alta concentração de Zn em relação ao Cd, 
modificações anatômicas importantes foram induzidas principalmente pelo Zn, 
que chegou a demonstrar certa fitotoxicidade sobre as trocas gasosas da espécie. 
Na condição in vitro, por sua vez, ficou evidente a competição entre Cd e Zn 
pela absorção por A. tenella, que teve suas características anatômicas, o seu 
sistema antioxidante e o seu crescimento vegetal afetados por altas 
concentrações de Cd. Nessa condição, o aumento do teor de Cd reduziu a 
absorção de Zn por A. tenella. Tanto em casa de vegetação quanto no ambiente 
in vitro, as modificações anatômicas foram induzidas na planta no sentido de 
compartimentalizar e impedir a translocação dos elementos-traço avaliados. 
 
Palavras-chave: Anatomia vegetal. Fisiologia vegetal. Fitorremediação. 

Anatomia ecológica. Trocas gasosas. 



ABSTRACT 

 
Mining is one of the main activities related to soil contamination by cadmium 
(Cd) and zinc (Zn). The presence of unnatural concentrations of Cd in the 
environment has been recognized as a potential risk due to its non-
biodegradability and high toxicity. Zn is an essential nutrient for plant growth, 
but in high concentrations may exhibit phytotoxicity affecting plant 
development. Phytoremediation is presented as a good cost-effective and 
ecofriendly technique to recover degraded areas, which uses plants with 
tolerance and accumulation responses for trace elements. The study was 
performed to evaluate the tolerance and potential to accumulation of 
Alternanthera tenella Colla, which belongs to Amaranthaceae family and occurs 
in a degraded area of Zn mining in Vazante-MG. Anatomical and physiological 
analysis were performed on plants grown on Cd and Zn-contaminated soil in a 
green house and on a in vitro contaminated medium. We observed that A. tenella 
was able to uptake and translocate sufficient amount of Cd and Zn to be 
considered as hyperaccumulator species. Thus, the species have potential for 
application in phytoremediation processes. High Zn concentrations induced 
increased absorption of Cd, but reduced the toxic effects of this element by 
competition for binding sites on the plant. Due to the high Zn concentration 
compared to Cd, important anatomical changes were induced mainly by Zn, 
which promoted some phytotoxicity on gas exchange of the species. For the in 
vitro experiment, in turn, it became apparent competition between Cd and Zn 
absorption by A. tenella, which had its anatomical , antioxidant and growth 
features affected by high concentrations of Cd. In this condition, increased Cd 
content reduced Zn uptake by A. tenella. For both greenhouse and in vitro 
conditions, the anatomical changes were induced in order to promote the 
retention and prevent the translocation of the evaluated trace elements. 
 
Keywords: Plant anatomy. Plant physiology. Phytoremediation. Ecological 

anatomy. Gas exchange. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A contaminação do solo por elementos-traço tem se tornado um assunto 

recorrente nas discussões sobre a qualidade do meio ambiente. Esses elementos 

ocorrem naturalmente no solo, mas a modificação do ambiente pelo homem por 

meio de atividades como a urbanização, a industrialização, a mineração e a 

agricultura tem elevado o teor desses elementos no solo a níveis preocupantes 

(WEI; ZHOU, 2008). Áreas adjacentes a complexos industriais e de refino de 

minérios geralmente apresentam solo com concentrações elevadas de elementos-

traço, que são apontados como a causa de distúrbios ambientais como alterações 

na funcionalidade e diversidade de ecossistemas, por modificar as características 

químicas, físicas e biológicas do solo (MARIET et al., 2016).  

É evidente a contribuição das atividades de mineração na fabricação de 

bens indispensáveis à qualidade de vida do homem. No entanto, a sua 

contribuição na contaminação do solo por níveis tóxicos de elementos-traço 

como o cádmio (Cd) e o zinco (Zn) nos compartimentos ambientais (MEMON; 

SCHRODER, 2009), tem aumentado cada vez mais a demanda por estratégias 

de remediação. 

Nesse contexto, a fitorremediação apresenta-se como uma técnica 

promissora, pois visa minimizar os impactos antrópicos concomitantemente à 

reestruturação do ecossistema, uma vez que utiliza plantas hiperacumuladoras de 

elementos-traço para a descontaminação do ambiente. Por isso, é considerada 

como uma técnica segura, de baixo custo e ambientalmente correta (MITCH, 

2002; CARNEIRO; GARIGLIO, 2010). Essa técnica promove ainda a 

recobertura vegetal do solo, trazendo, além da estabilidade física, um estímulo 

para a sucessão ecológica e o aumento da diversidade local. No entanto, um dos 
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grandes desafios do processo de fitorremediação consiste em encontrar espécies 

vegetais que toleram e acumulam grandes quantidades de elementos-traços em 

sua biomassa, bem como conhecer os seus mecanismos de tolerância e o seu 

papel ecológico. As plantas capazes de suportar essas condições de estresse 

podem utilizar estratégias de tolerância baseadas em modificações nas 

características anatômicas e fisiológicas (BARCELÓ; VÁSQUEZ; 

POSHENRIEDER, 1990; MONNI et al., 2001). O uso de espécies nativas de 

áreas de mineração em estudos de fitorremediação tem sido realizado no sentido 

de interferir cada vez menos na diversidade local, evitar episódios de invasão 

biológica e aumentar a probabilidade de sucesso, uma vez que essas plantas já 

ocorrem nesses locais contaminados e por isso são potencialmente tolerantes 

(BORIN, 2010; GOMES et al., 2012; CARVALHO et al., 2013). 

Um exemplo de área de mineração com plantas potencialmente 

hiperacumuladoras se encontra próximo à cidade de Vazante, no estado de 

Minas Gerais, Brasil, onde grande parte da extração do Zn do Brasil é realizada 

(FILHO; VIANA, 2011, CARVALHO et al., 2013). Nessa região, algumas 

espécies com potencial fitoextrator de Cd e Zn foram recentemente descritas, por 

exemplo, Alternanthera sp., Gomphrena elegans e Gomphrena claussenii 

(BORIN, 2010; CARVALHO et al., 2013), todas pertencentes à família 

Amaranthaceae e nativas do Brasil (MARCHIORETTO; SENNA; SIQUEIRA, 

2010). Assim como as espécies citadas, Alternanthera tenella Colla 

(Amaranthaceae) é amplamente encontrada nessa área de mineração e possui, 

portanto, uma potencial tolerância e capacidade de bioacumulação dos elevados 

teores de elementos-traço presentes no solo.  

Entender as estratégias de tolerância utilizadas por Alternanthera tenella 

frente a contaminação por esses elementos pode, portanto, contribuir com o 

entendimento dos mecanismos adotados pelas plantas de uma forma geral nessas 

condições de estresse. Além disso, esse conhecimento pode ajudar a orientar 
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decisões para a recuperação da área de estudo ou em ambientes em condições 

semelhantes. No presente trabalho, A. tenella foi avaliada quanto à sua 

capacidade de tolerar e bioacumular Cd e Zn, com base na sua plasticidade 

anatômica e fisiológica, em condições controladas de casa de vegetação e no 

ambiente in vitro. Dessa forma, buscou-se também avaliar o seu potencial para o 

uso em processos de fitorremediação. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A contaminação do solo por elementos-traço 

 

Alguns metais ocorrem naturalmente no solo em pequenas quantidades 

(ou quantidades-traço), como o zinco (Zn), o ferro (Fe) e o cobre (Cu), que são 

considerados como essenciais para o desenvolvimento vegetal. Outros 

elementos-traço encontrados no solo são considerados como não essenciais ao 

desenvolvimento vegetal e podem apresentar fitotoxicidade, como o cádmio 

(Cd) e o chumbo (Pb). No entanto, em altas concentrações os elementos-traço 

essenciais também expõem as plantas ao estresse e induzem vários mecanismos 

de adaptação (DRESLER et al., 2014).  

No Brasil, atividades antropogênicas como técnicas modernas de 

agricultura e de mineração estão associadas ao aumento da concentração de 

elementos-traço no ambiente (KABATA-PENDIAS, 2010), fazendo crescer a 

demanda por estratégias de remediação ambiental. A mineração e a indústria 

metalúrgica estão entre as atividades que mais contribuem para a contaminação 

do solo com elementos-traço. Essas atividades resultam em grande produção de 

rejeitos, que podem conter elevados teores de níquel (Ni), cromo (Cr), cobre 

(Cu), chumbo (Pb), cádmio (Cd) e zinco (Zn), entre outros.  

A presença de elevadas concentrações desses elementos no solo pode 

afetar o desenvolvimento da vegetação (BAKER et al., 1994). Por essa razão, 

poucas espécies vegetais conseguem se estabelecer em regiões contaminadas por 

elementos-traço, como as áreas de depósito de rejeito da mineração e metalurgia. 

A maior parte das plantas apresenta respostas ao estresse nesses ambientes 

(CHAVES FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001), já que esses poluentes 

inorgânicos não podem ser degradados. Entretanto, algumas espécies vegetais 

conseguem se estabelecer em ambientes com elevados teores de elementos-traço 
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desenvolvendo estratégias para contornar a fitotoxicidade dessas substâncias 

(BOVET et al., 2006). 

Dentre os elementos-traço não essenciais, o Cd se destaca por sua alta 

toxicidade mesmo em baixas concentrações (DAS; SAMANTARAY; ROUT, 

1997), além do seu potencial de ingressar na cadeia alimentar via absorção por 

plantas (GOMES et al., 2012). Esse potencial se deve, principalmente, à sua 

elevada mobilidade (BARCELÓ; VÁSQUEZ; POSHENRIEDER, 1990).  

O Zn, por sua vez, é um micronutriente cuja deficiência resulta em 

diversos sintomas como a redução da área foliar, necrose no ápice radicular e 

clorose nas folhas, entre outros (BROADLEY et al., 2007). Essa essencialidade 

do Zn reside principalmente na sua participação como componente de várias 

proteínas nas plantas, como por exemplo a enzima superóxido dismutase. 

Contudo, em altas concentrações esse elemento pode apresentar toxidez afetando 

o metabolismo e o crescimento vegetal (BROADLEY et al., 2007; 

MARSCHNER, 2011).  

 

 

2.2 Modificações anatômicas e fisiológicas em espécies tolerantes 

 

O acúmulo de elementos-traço nas plantas se divide em três etapas 

principais: (i) o transporte do elemento da solução do solo para a raiz; (ii) o 

transporte radial desse elemento pelos tecidos radiculares até alcançar o xilema; 

e (iii) o transporte do elemento via xilema para as folhas, onde será armazenado 

nas células epidérmicas e do mesofilo foliar (PAPOYAN; PIÑEROS; 

KOCHIAN, 2007; KUMMEROVÁ et al., 2010). A plasticidade anatômica em 

plantas tolerantes permite que elas sofram alterações nos seus tecidos como uma 

estratégia para sobreviver à condição de estresse. Por exemplo, a presença de 

elementos-traço pode induzir um aumento do córtex radicular, como resposta ao 
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acúmulo de metais nas células corticais e, também, visando aumentar a 

resistência ao transporte radial pelo aumento da distância a ser percorrida pelos 

íons (MAKSIMOVIĆ et al., 2007; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).  

A endoderme radicular funciona como um filtro biológico, que age 

como uma barreira apoplástica controlando o transporte radial de água e íons, 

combatendo a entrada de contaminantes, parasitas e a perda de água excessiva 

pela planta (ENSTONE; PETERSON, 2002; ENSTONE; PETERSON, 2005; 

LÍŠKA et al., 2016; MARTINS et al., 2016). Sob efeito de estresse por Cd, por 

exemplo, a endoderme começa a se diferenciar mais proximamente ao ápice 

radicular em várias espécies (SCHREIBER et al., 1999; MARTINKA; LUX, 

2004; ZELKO; LUX, 2004; VACULÍK et al., 2009).  

O efeito do Cd sobre a proporção dos tecidos radiculares e  modificações 

no desenvolvimento de barreiras apoplásticas como a epiderme, exoderme e 

endoderme  é conhecido na literatura (REDJALA; STERCKEMAN; MOREL, 

2009). Em baixas concentrações de elementos-traço, o espessamento dessas 

barreiras pode ser um importante bloqueio para que esses elementos não 

alcancem órgãos reprodutivos e tecidos meristemáticos na parte aérea da planta, 

evitando problemas na reprodução e crescimento dos indivíduos. As plantas 

podem, ainda, aumentar a espessura das folhas e a frequência de idioblastos, 

onde grande parte dos elementos são compartimentalizados na planta 

(CARVALHO et al., 2015; PEREIRA et al., 2016)  

O Cd também promove o aumento dos níveis de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), como o peróxido de hidrogênio (H2O2), elevando assim a taxa 

de peroxidação lipídica. A peroxidação lipídica, por sua vez, interfere na 

permeabilidade de membranas, afetando a sua fluidez e seletividade (KABATA-

PENDIAS, 2010). O aumento de EROs por efeito do Cd pode, ainda, induzir a 

ocorrência de morte celular e danos estruturais no DNA (FILIPIC; HEI, 2004). 
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A atividade das enzimas do sistema antioxidante pode sofrer diversos 

efeitos em plantas contaminadas pelo Cd. Esse elemento pode induzir a oxidação 

de grupos sulfidril, destruindo ligações dissulfeto e resultando na desnaturação 

de enzimas e redução da atividade enzimática (MYŚLIWA-KURDZIEL;  

PRASAD; STRZALKA, 2004). No entanto, em resposta à formação de EROs 

induzida pelo Cd, a atividade de algumas enzimas pode ser elevada como forma 

de combater esses radicais e reduzir os seus efeitos nocivos (GUIMARÃES et 

al., 2008). A peroxidase do ascorbato, por exemplo, é uma enzima que possui 

alta afinidade ao H2O2 e está distribuída em diversos compartimentos celulares, 

possuindo uma ampla gama de atuação no combate às EROs. 

O Cd é conhecido por afetar processo de biossíntese (STOBART et al., 

1985) e reduzir o teor de clorofila em várias espécies (CHINMAYEE et al., 

2013; DRESLER, et al. 2014; KUMMEROVÁ, et al., 2010). Por isso, o 

elemento está frequentemente associado à clorose e à queda no crescimento 

vegetal. Dentre as causas relatadas da clorose observada por efeito do Cd estão: 

a competição do Cd com o ferro por sítios de absorção na membrana plasmática, 

afetando a estabilidade das clorofilas; a redução do transporte de manganês pelo 

Cd; um decréscimo na replicação do cloroplasto (GUIMARÃES et al., 2008). 

Küpper et al. (2007), demonstraram que o Cd age principalmente sobre o 

fotossistema II em Thlaspi caerulescens, o que mais tarde foi confirmado por 

Basa et al. (2014) para Beta vulgaris L.. Myśliwa-Kurdziel, Prasad e Strzalka 

(2004) afirmaram que altas concentrações desse elemento causam a má 

formação dos cloroplastos e a dilatação da membrana do tilacoide. Algumas 

plantas podem, entretanto, aumentar a taxa fotossintética como resposta à 

contaminação por baixas concentrações de Cd como uma estratégia de tolerância 

ao estresse (PEREIRA et al., 2016). 

No entanto, em concentrações excessivas, o Zn também pode inibir 

parcialmente reações no fotossistema I e induzir o bloqueio do transporte de 
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elétrons no fotossistema II, reduzindo a taxa fotossintética (TRIPATHY; 

MOHANTY, 1980). O Zn também pode induzir a clorose por afetar a 

biossíntese de clorofila e causar a degradação dos cloroplastos, bem como pela 

interferência na absorção de ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganês (Mn) pela 

planta (CARROLL; LONERAGAN, 1968; BOAWN; RASMUSSEN, 1971; 

FOY; CHANEY; WHITE, 1978). 

 

 

2.3 Fitorremediação de solos com elevados teores de elementos-traço 

 

Elementos-traço não podem ser degradados, mas quando estão 

biodisponíveis no solo, eles podem ser absorvidos e estabilizados nos tecidos 

vegetais (PILON-SMITS, 2005), processo denominado fitorremediação. A 

fitorremediação é uma técnica de descontaminação ambiental com baixo custo e 

gera o mínimo de perturbação do ambiente (HENRY, 2000; LINDBLOM et al., 

2006). 

Fitorremediação é o uso de plantas para remover, imobilizar ou tornar os 

contaminantes inofensivos ao ecossistema (SALT; SMITH; RASKIN, 1998). 

Além dos baixos custos de implantação e manutenção, a fitorremediação 

apresenta inúmeras vantagens, como a proteção contra a erosão, a melhoria 

estrutural e aumento da fertilidade do solo e além da melhoria estética das áreas 

afetadas (RASKIN; ENSLEY, 2000).  

O sucesso da fitorremediação depende da seleção natural ou artificial 

que as plantas apresentam em resposta ao estresse causado pelos poluentes 

(PIRES et al., 2003). A escolha da estratégia utilizada deve considerar fatores, 

como as características do local contaminado, a mobilidade e concentração do 

contaminante, além da vegetação presente na área (PADMAVATHIAMMA; LI, 

2007) e do destino a ser dado ao material biológico contaminado. 
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Os mecanismos de fitorremediação são classificados de acordo com o 

destino dado aos contaminantes. Assim, o poluente pode ser contido através da 

fitoimobilização, estabilizado (fitoestabilização), degradado (fitodegradação ou 

rizodegradação), volatizado (fitovolatização), extraído (fitoextração) ou ainda 

filtrado, através da rizofiltração (CUNNINGHAM; BERTI, 1993; PILON-

SMITS, 2005).  

Os procedimentos mais indicados para recuperação de áreas com altos 

teores de elementos-traço são a fitoextração e a fitoestabilização. Na 

fitoextração, o contaminante absorvido é translocado para as partes aéreas da 

planta, que podem ser cortadas quando atingem a capacidade máxima de 

extração e posteriormente voltam a brotar, dando continuidade ao processo. 

Dessa forma, os metais absorvidos podem ser reaproveitados ou a planta seca 

pode ser utilizada na produção de biocombustíveis, produzindo energia através 

da utilização da sua biomassa (LIEVENS et al, 2008; SCHRÖDER et al., 2008). 

Na fitoestabilização, o contaminante absorvido pela planta permanece 

retido nas raízes ou parte aérea, não sendo necessário realizar a coleta posterior. 

Esse processo tem seu custo ainda menor, visto que dispensa investimento em 

planos de manejo. A fitoestabilização é eficaz na reabilitação de áreas 

contaminadas, pois reduz o risco de erosão, lixiviação e contaminação do lençol 

freático, mesmo que os contaminantes permaneçam na área degradada (ZHAO; 

MCGRANTH, 2009). Esse método pode ser empregado em solos com elevado 

nível de contaminação, onde somente as espécies tolerantes conseguem se 

estabelecer acumulando os elementos-traço sem prejudicar seu desenvolvimento 

em longo prazo. 

Muitas espécies já foram descritas com base na sua tolerância e 

potencial bioacumulador de elementos-traço, como o Cd e o Zn, entre elas 

Alternanthera sp., Gomphrena elegans e Gomphrena claussenii (BORIN, 2010; 

CARVALHO et al., 2013, CARVALHO et al., 2015), e ainda a Pfaffia 
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glomerata (Spreng.) Pedersen e a Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. 

(GOMES et al., 2012; ZHOU et al., 2003) e Amaranthus dubius Mart. ex Thell., 

tolerante ao cromo (Cr), mercúrio (Hg), arsênio (As), chumbo (Pb), cobre (Cu) e 

níquel (Ni) (MELLEM; BAIJNATH; ODHAV, 2009). Todas essas espécies 

pertencem à família Amaranthaceae e são nativas do Brasil 

(MARCHIORETTO; SENNA; SIQUEIRA, 2010). 

De modo geral, a espécie vegetal utilizada em programas de 

fitorremediação deve possuir algumas características, como tolerância e 

capacidade de acumular o poluente, sem prejudicar suas atividades metabólicas 

e ainda de produzir grande quantidade de biomassa, e a reprodução, propagação 

e coleta devem ser facilitadas (OLIVEIRA et al., 2006). 
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RESUMO 

A atividade de mineração é uma das principais atividades relacionadas à 
contaminação do solo por cádmio (Cd) e zinco (Zn). A presença desses 
elementos-traço em concentrações não naturais no ambiente tem sido 
reconhecida como um grande risco em potencial, devido ao seu efeito tóxico 
sobre a biota. A fitorremediação se apresenta como técnica de recuperação de 
áreas degradadas com um bom custo-benefício e natureza ambientalmente 
correta, utilizando plantas tolerantes e acumuladoras de elementos-traço. O 
estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a tolerância e o potencial 
acumulador de Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae). Foram avaliadas 
as modificações na anatomia e nas trocas gasosas da espécie cultivada em solo 
em casa de vegetação, sob a influência de diferentes combinações de 
concentrações de Cd e Zn. Observou-se que A. tenella é capaz de absorver e 
translocar quantidade suficiente de Cd e Zn para ser considerada como espécie 
hiperacumuladora e, portanto, com potencial para aplicação em processos de 
fitorremediação. Altas concentrações de Zn induziram a maior absorção de Cd, 
mas reduziram os efeitos tóxicos desse elemento por competir por sítios de 
ligação na planta. Devido à alta concentração de Zn em relação ao Cd, 
modificações anatômicas importantes foram induzidas principalmente pelo Zn, 
que apresentou fitotoxicidade sobre as trocas gasosas da espécie. As 
modificações anatômicas observadas foram induzidas no sentido de 
compartimentalizar e impedir a translocação dos elementos-traço avaliados. 
 
Palavras-chave: Recuperação de áreas degradadas. Cádmio. Zinco. Mineração. 

Anatomia ecológica. Trocas gasosas. 
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ABSTRACT 

Mining is one of the main activities related to soil contamination by cadmium 
(Cd) and zinc (Zn). The presence of these trace elements in the environment has 
been recognized as a potential risk due to its toxicity. Phytoremediation is 
presented as a good cost-effective and ecofriendly technique to recover degraded 
areas, which uses plants with tolerance and accumulation responses for trace 
elements. The study was performed to evaluate the tolerance and potential to 
accumulation of Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae). Modifications on 
anatomical and gas exchange features were assessed on plants grown on soil in a 
green house, under different combination of Cd and Zn concentrations. We 
observed that A. tenella was able to uptake and translocate sufficient amount of 
Cd and Zn to be considered as hyperaccumulator species. Thus, the species have 
potential for application in phytoremediation processes. High Zn concentrations 
induced increased absorption of Cd, but reduced the toxic effects of this element 
by competition for binding sites on the plant. Due to the high Zn concentration 
compared to Cd, important anatomical changes were induced mainly by Zn, 
which promoted phytotoxicity on gas exchange of the species. The anatomical 
changes observed were induced in order to promote the retention and prevent the 
translocation of the evaluated trace elements. 
 
Keywords: Recovery of degraded areas. Cadmium. Zinc. Lead. Mining. 
Ecological anatomy.
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1 INTRODUÇÃO 
 

Atividades antropogênicas, tais como as técnicas modernas de 

agricultura e de mineração, estão associadas ao aumento da concentração de 

elementos-traço no ambiente (KABATA-PENDIAS, 2010), fazendo crescer a 

demanda por estratégias de remediação. O cádmio (Cd) e o zinco (Zn) são 

exemplos de contaminantes associados à atividade de mineração. 

Dentre os elementos-traço, o Cd se destaca pela sua alta toxicidade 

mesmo em baixas concentrações (DAS; SAMANTARAY; ROUT, 1997), por 

seu potencial de ingressar na cadeia alimentar via absorção por plantas (CUI et 

al., 2005). Esse potencial se deve, principalmente, à sua elevada mobilidade  no 

vegetal (BARCELÓ; VÁSQUEZ; POSHENRIEDER, 1990). Em altas 

concentrações, o cádmio (Cd) expõe as plantas ao estresse e induz vários 

mecanismos de adaptação (DRESLER et al., 2014, PEREIRA et al., 2016). 

O Zn, por sua vez, é um micronutriente essencial para o crescimento 

vegetal, cuja deficiência promove a redução da área foliar, necrose no ápice 

radicular e clorose nas folhas, entre outros (BROADLEY et al., 2007). No 

entanto, em altas concentrações esse elemento pode apresentar toxidez afetando 

o metabolismo e o crescimento vegetal (BROADLEY et al., 2007; 

MARSCHNER, 2011).   

A maioria das plantas é sensível às altas concentrações de elementos-

traço no ambiente. Contudo, algumas espécies demonstram a capacidade de 

sobreviver e se reproduzir nessas condições. Tais espécies podem utilizar 

estratégias para manter os elementos-traço quelados externamente à planta, ou 

absorver e acumular esses poluentes na sua biomassa (BAKER, 1987). Para isso, 

essas plantas modificam características anatômicas e fisiológicas que as tornam 

capazes de suportar essas condições (BARCELÓ; VÁSQUEZ; 

POSHENRIEDER, 1990; MONNI et al., 2001). Estudos recentes têm 
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demonstrado grande interesse em espécies com essas habilidades, visto que seu 

caráter acumulador as elege como potencialmente aplicáveis em processos de 

fitorremediação (MARQUES; RANGEL; CASTRO, 2009). 

A eficácia e o uso da fitorremediação como técnica para recuperar 

ambientes degradados tem crescido cada vez mais, principalmente pelo seu 

potencial econômico e ecológico (MITCH, 2002; GOMES et al., 2012). Tendo 

em vista que o Brasil possui grande atividade de extração de minérios metálicos, 

as plantas nativas encontradas em áreas de mineração são potencialmente 

tolerantes aos metais ali presentes. Um exemplo de área de mineração com 

plantas potencialmente hiperacumuladoras se encontra próximo à cidade de 

Vazante, no estado de Minas Gerais, Brasil, onde grande parte da extração do Zn 

do Brasil é realizada (FILHO; VIANA, 2011, CARVALHO et al., 2013). Nessa 

região, algumas espécies com potencial fitoextrator de Cd e Zn foram 

recentemente descritas, por exemplo Alternanthera sp., Gomphrena elegans e 

Gomphrena claussenii (BORIN, 2010; CARVALHO et al., 2013), todas 

pertencentes à família Amaranthaceae e nativas do Brasil (MARCHIORETTO; 

SENNA; SIQUEIRA, 2010).  Alternanthera tenella Colla pertence à família 

Amaranthaceae sendo amplamente encontrada na área de mineração em Vazante 

e possui, portanto, potencial bioindicador dos elementos-traço presentes no solo. 

 Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar 

modificações na anatomia e nas trocas gasosas de Alternanthera tenella sob 

efeito do Cd e do Zn e discutir se ocorrem estratégias adaptativas ao estresse por 

esses elementos, bem como a capacidade de bioacumulação desses elementos-

traço pela espécie. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Desenho experimental 

 

As plantas de Alternanthera tenella foram coletadas em três locais 

diferentes em uma área de rejeitos de uma cava de mineração de zinco 

desativada, localizada no município de Vazante (S 17°55ʹ13,7ʺ W 46°48ʹ45ʺ), no 

estado de Minas Gerais, Brasil. O solo dessa área apresenta elevados teores 

fitodisponíveis de Cd e Zn (10489 mg dm-3 de Zn e 158 mg dm-3 de Cd, 

conforme Lopes et al. 2015). As plantas foram transferidas para casa de 

vegetação do Departamento de Ciências do Solo, da Universidade Federal de 

Lavras (Lavras, Minas Gerais, Brasil), onde foram replantadas em vasos 

plásticos de 2 L, contendo substrato comercial Plantmax®, sendo irrigadas 

diariamente. Nesses vasos, as plantas foram propagadas por sementes até a 

obtenção de uma matriz homogênea, da qual foram obtidas as inflorescências 

contendo as sementes para a realização do experimento. Plantas coletadas no 

ambiente foram utilizadas para a elaboração de exsicatas, que foram enviadas 

para identificação por especialista e depositadas no herbário ESAL da 

Universidade Federal de Lavras (n° de registro 28140).  

Sementes de Alternanthera tenella foram distribuídas em vasos plásticos 

de 1 L contendo latossolo vermelho a ser utilizado no experimento, coletado no 

campus da Universidade Federal de Lavras. A calagem do solo foi realizada 

conforme Ramos et al. (2012) e a adubação seguiu o proposto por Malavolta 

(1994), tendo a cobertura da adubação sido realizada a cada 15 dias e a umidade 

mantida constante com água deionizada.   

Após a germinação, as plantas foram cultivadas por 20 dias até 

atingirem cerca de 20 cm de altura, quando se deu início à fase de contaminação. 

O solo foi contaminando com soluções de nitrato de cádmio [Cd(NO3)2.4H2O] e 
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sulfato de zinco (ZnSO4.7H2O), visando obter as combinações presentes da 

Tabela 1, totalizando nove tratamentos e oito repetições. 

 

Tabela 1 - Combinações das concentrações de Cd e Zn utilizadas no 
experimento. 

 Zn(μg g-1) 

Cd (μg g-1) 5,0 300,0 2000,0 

0,0 0,0 Cd x 5,0 Zn 0,0 Cd x 300,0 Zn 0,0 Cd x 2000,0 Zn 
1,3 1,3 Cd x 5,0 Zn 1,3 Cd x 300,0 Zn 1,3 Cd x 2000,0 Zn 

20,0 20,0 Cd x 5,0 Zn 20,0 Cd x 300,0 Zn 20,0 Cd x 2000,0 Zn 
Fonte: do autor (2016). 

As concentrações de Cd e Zn foram escolhidas com base na Resolução 

420/2009 do CONAMA (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE - 

CONAMA, 2009). As menores concentrações consistiram no Valor de 

Prevenção - VP (concentração de valor limite de determinada substância no solo, 

tal que ele seja capaz de sustentar as suas funções principais) e as maiores 

concentrações no Valor de Investigação - VI (concentração de determinada 

substância no solo ou na água subterrânea acima da qual existem riscos 

potenciais, diretos ou indiretos, à saúde humana, para áreas de atividade 

industrial). Após 15 dias de exposição aos tratamentos, foram analisadas as 

trocas gasosas, o teor de elementos-traço e as modificações na anatomia das 

plantas. 

 

 

2.2.Teores, bioacumulação e translocação de Cd e Zn 

 

Cinco plantas adultas de Alternanthera tenella foram coletadas em cada 

repetição, posteriormente lavadas com água deionizada e separadas em raiz e 

parte aérea. Em seguida, o material vegetal foi seco em estufa a 40 °C até atingir 
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massa constante, triturado em moinho de facas tipo Willye. Posteriormente, 500 

mg de massa seca triturada foram levados para o processo de digestão nítrico 

perclórica conforme Sarruge e Haag (1974). Para isso, foram adicionados 10 mL 

de HNO3 concentrado às amostras, deixando-as em repouso em repouso por 12 

h. A digestão foi feita em bloco digestor a uma temperatura de 150 °C por 

minutos até a redução do volume de HNO3 adicionado pela metade. Depois 

disso, adicionou-se 1,0 mL de HClO4 P.A. e a temperatura aumentada para 210 

°C por 20 minutos, até o clareamento da solução. Por fim, adicionaram-se 5 mL 

de água destilada às amostras que foram levadas para a quantificação de Cd e 

Zn.  

Os teores de Cd e Zn foram determinados por espectrofotometria de 

absorção atômica com equipamento AAnalyst 800 Spectrometer® PerkinElmer, 

com atomizador tipo chama. O material de referência utilizado para garantia de 

qualidade foi o BCR® 482 Lichen, do IRMM (Institute for Reference Material 

and Measurements – European Commission) em cada bateria, além de uma 

amostra em branco (contendo apenas HNO3). 

As quantidades de Cd e Zn absorvido e translocado pelas plantas de 

Alternanthera tenella foram mensurados pelo Fator de Bioacumulação (FB) e 

pelo Índice de Translocação (IT), definidos pela concentração do elemento-traço 

na planta em relação à sua concentração no solo e a porcentagem do elemento na 

parte aérea em relação à quantidade total do elemento na planta, 

respectivamente. Os cálculos seguiram as equações abaixo: 

 

FB = [ET]PA/[ET]S + [ET]R/[ET]S 

IT = [ET]PA/([ET]PA + [ET]R) x 100 
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Em que: FB: fator de bioacumulação; IT: índice de translocação; [ET]PA: 

concentração do elemento-traço na parte aérea; [ET]R: concentração do 

elemento-traço na raiz; [ET]S: concentração do elemento-traço na solução. 

 

 

2.3 Análises anatômicas 
 

Para as análises anatômicas, foram coletadas raízes e folhas 

completamente expandidas das plantas, após 15 dias de exposição aos 

tratamentos. As plantas foram fixadas em F.A.A.70% (formaldeído, ácido acético 

e etanol 70% na proporção de 0,5:0,5:9,0) por 72h sendo, posteriormente, 

armazenadas em etanol 70% até o momento das análises (KRAUS; ARDUIN, 

1997). Para as secções transversais das folhas, fragmentos de 1 cm² da região 

central do limbo foliar foram desidratados em série etanólica (70,  80,  90  e  

100%)  sob  vácuo e  à  temperatura ambiente, conforme  protocolo adaptado de 

JOHANSEN (1940). Em seguida, o material foi emblocado em historesina,  

utilizando-se o Kit Historesina de hidroxietilmetacrilato (Leica®, Heidelberg, 

Alemanha), seguindo instruções do fabricante. Para as raízes, foram utilizados 

fragmentos da zona pilífera com 1 cm de comprimento, seguindo os mesmos 

processos de desidratação e emblocamento em historesina citados acima. 

As secções transversais foram realizadas com o auxílio de um 

micrótomo rotativo semiautomático na espessura de 7 µm, em seguida corados 

em solução de Azul de Toluidina 1% (O'BRIEN; FEDER; McULLY, 1964). 

Lâminas permanentes foram montadas utilizando-se Entellan® (Merck) e 

fotografadas com câmera AxioCam Erc 5s (Zeiss, Göttingen, Alemanha) 

acoplada a um microscópio Axio Lab.A1 (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As 

análises de micromorfometria foram realizadas com o auxílio do software de 
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análise de imagens ImageJ® e a apresentação das imagens com o software 

CorelDRAW® (Corel Corporation). 

Foram realizadas três repetições por tratamento e confeccionadas três 

lâminas por repetição, nas quais foram fotografados e analisados três campos. 

As variáveis avaliadas nas raízes foram: as espessuras do córtex radicular e da 

endoderme, o diâmetro dos elementos de vaso do metaxilema. Nas folhas, foram 

avaliados o diâmetro dos elementos de vaso na nervura central, as espessuras 

dos parênquimas paliçádico, do parênquima esponjoso, da face adaxial e abaxial 

da epiderme foliar. 

 

 

2.4 Trocas gasosas  

 

Os dados de trocas gasosas de Alternanthera tenella foram obtidos 

utilizando-se um analisador portátil de gases por infravermelho (modelo LI6400-

XT, Li-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA), tomando-se por referência 

a primeira folha completamente expandida a partir do ápice caulinar. As 

medidas foram realizadas no período entre 8:30h-11:00h, com radiação 

fotossinteticamente ativa na câmara padronizada em 1000 µmol m-2 s-1, em uma 

câmara foliar de 6 cm². As variáveis avaliadas foram a taxa fotossintética (A), a 

condutância estomática (gs) e a taxa transpiratória (E).  

 

 

2.5 Análise estatística 

 

Os dados foram avaliados quanto à sua normalidade pelo teste de 

Shapiro-Wilk e posteriormente submetidos à análise de variância (ANAVA). As 

médias foram comparadas pelo teste de Scott-knott a 5 % de probabilidade de 
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erro. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 3x3 e as análises foram realizadas no software estatístico SISVAR 

(FERREIRA, 2011). 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Teores, bioacumulação e translocação de Cd e Zn 

 

Os teores de Cd e Zn encontrados nas plantas de Alternanthera tenella 

foram influenciados pela interação entre as concentrações de cada elemento 

aplicadas no solo (TABELA 2).  

 

Tabela 2 - Interação entre as concentrações aplicadas de Cd e Zn sobre os teores 
observados nas raies e parte aérea de Alternanthera tenella.  

Teor de Cd (μg g-1 de massa seca) 
0,0 1,3 20,0 0,0 1,3 20,0 

Zn 
(μg g-1) 

Raiz Parte aérea 

5,0 0,5 Ba 2,6 Ba 170,6 Aa 0,7 Ba 7,8 Ba 136,3 Ab 
300,0 1,0 Ba 5,0 Ba 152,1 Aa 1,0 Ba 13,9 Ba 82,8 Ac 

2000,0 1,2 Ba 6,5 Ba 76,6 Ab   1,1 Ba 9,5 Ba 183,3 Aa 
Teor de Zn (μg g-1 de massa seca) 

5,0 300,0 2000,0 5,0 300,0 2000,0 
Cd 

(μg g-1) 
Raiz Folha 

0,0 37,6 Ca 525,4 Ba 3839,3 Ab 62,6 Cb 734,7 Bb 1335,9 Ab 
1,3 62,8 Ca 670,9 Ba 2856,1 Ac 89,7 Cb 1065,6 Ba 1342,9 Ab 

20,0 116,9 Ca 800,5 Ba 4775,8 Aa   369,4 Ba 460,7 Bc 1976 Aa 
Cd 

(μg g-1) 
Zn 

(μg g-1)  
BCR® 482 (1) 0,56 100,60 - - - 
BCR® 482 (2) 0,53 72,20 - - - 

Recuperação (%) 93,99 71,77 - - - 
LDM (3) 0,16 0,66   - - - 

(1) Valores certificados do padrão BCR® 482 Lichen; (2) Valores determinados nas 
análises para o padrão BCR® 482 Lichen; (3) LDM: Limite de detecção; Os valores são 
estimados para um grama de massa seca da planta. Médias acompanhadas de letras 
iguais não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-knott a 5% de 
significância. Letras maiúsculas devem ser comparadas dentro das linhas e letras 
minúsculas devem ser comparadas dentro das colunas. 
Fonte: Do autor (2016). 
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A absorção de Cd por Alternanthera tenella aumentou  

proporcionalmente à concentração de Cd aplicada no solo, tanto para as raízes 

quanto para a parte aérea e independentemente da concentração de Zn aplicada. 

Valores máximos de 170,6 μg g-1 e 183,3 μg g-1 de Cd foram observados para 

raízes e parte aérea, respectivamente. Para a concentração de 20 μg g-1 de Cd, a 

absorção de Cd pelas raízes foi reduzida na presença de 2000 μg g-1 de Zn. Nas 

folhas, entretanto, o teor de Cd foi maior sob a aplicação de 2000 μg g-1 de Zn 

(TABELA 2). 

Da mesma forma como foi observada para o Cd, a absorção de Zn 

aumentou proporcionalmente à concentração de Zn aplicada no solo, tanto para 

as raízes quanto para a parte aérea, de forma independente do Cd aplicado. Os 

teores de Zn atingiram valores máximos de 4775,8 μg g-1 nas raízes e de 1976,1 

μg g-1 na parte aérea. Nas raízes, a absorção do Cd não interferiu na absorção do 

Zn, com exceção de quando o Zn foi aplicado na concentração de 2000 μg g-1. 

Nesse caso, na concentração de 20 μg g-1 de Cd, a planta aumentou a absorção 

de Zn tanto nas raízes quanto nas folhas (TABELA 2). 

Os valores de Fator de Bioacumulação (FB) e de Índice de Translocação 

(IT), assim como o observado para os teores do elemento, sofreram efeito da 

interação entre o Cd e o Zn. Os valores de FB do Cd acompanharam o aumento 

da concentração de Cd aplicado no solo. Na concentração aplicada de 1,3 μg g-1 

de Cd, o aumento da concentração de Zn induziu um aumento do FB do Cd, mas 

para 20 μg g-1 de Cd reduziu o FB do Cd. De uma forma geral, não foi 

observado efeito das concentrações crescentes de Cd sobre os valores de IT do 

Cd. Houve uma exceção apenas para a combinação entre 1,3 μg g-1 de Cd e 300 

μg g-1 de Zn, onde o Zn induziu uma maior translocação de Cd para a parte aérea 

(TABELA 3). 
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Tabela 3 - Efeito da interação entre as concentrações aplicadas de Cd e Zn sobre 

o fator de bioacumulação e o índice de translocação desses elementos 
em Alternanthera tenella. 

 Fator de bioacumulação  Índice de translocação (%) 

 
Cd (μg g-1) 

Zn (μg g-1) 0,0 1,3 20,0 
 

0,0 1,3 20,0 

5,0 - 8,0 Bb 15,3 Aa 
 

59,9 Aa 74,8 Aa 44,4 Ab 

300,0 - 14,5 Ba 11,7 Ab 
 

40,8 Ba 72,8 Aa 35,3 Bb 

2000,0 - 12,3 Aa 13,0 Ab 
 

48,0 Aa 59,2 Aa 70,4 Aa 

 
Zn (μg g-1) 

Cd (μg g-1) 5,0 300,0 2000,0 
 

5,0 300,0 2000,0 

0,0 20 Ac 4,2 Ba 2,6 Ba 
 

62,6 Ab 58,3 Aa 25,9 Ba 

1,3 30,5 Ab 5,8 Ba 2,1 Ca 
 

58,8 Ab 61,3 Aa 32,0 Ba 

20,0 97,2 Aa 4,2 Ba 3,4 Ba 
 

75,9 Aa 36,5 Bb 29,3 Ba 
Os valores são estimados para um grama de massa seca da planta. Médias acompanhadas 
de letras iguais não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-knott a 5% de 
significância. Letras maiúsculas devem ser comparadas dentro das linhas e letras 
minúsculas devem ser comparadas dentro das colunas, relativas a cada tipo de cálculo 
(fator de bioacumulação e índice de translocação). 
Fonte: Do autor (2016). 

 

Ao contrário do observado para o Cd, os valores de FB do Zn foram 

inversamente proporcionais às concentrações de Zn aplicadas no solo. Esses 

valores foram influenciados pelo Cd apenas na combinação de 5 μg g-1 de Zn  e 

20 μg g-1 de Cd, onde a alta concentração de Cd induziu um aumento no FB do 

Zn. O aumento na concentração de Zn aplicada no solo induziu uma redução nos 

valores de IT do Zn. A concentração de 20 μg g-1 de Cd influenciou os valores 

de IT do Zn, aumentando e reduzindo a translocação para 5 μg g-1 e 300 μg g-1 

de Zn, respectivamente. Não houve efeito do Cd quando foi aplicado 2000 μg g-1 

de Zn (TABELA 3). 
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3.2 Modificações anatômicas 

 

A anatomia radicular não foi afetada significativamente pelas 

concentrações de Cd aplicadas. A espessura do córtex radicular não foi afetada 

nem pelo Cd nem pelo Zn (FIGURA 1A; FIGURA 1B).  

 

Figura 1 - Efeito do Cd (A) e do Zn (B) sobre a anatomia radicular de 
Alternanthera tenella. Médias seguidas das mesmas letras não 
diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5% de significância. 
Barra: desvio padrão. 
Fonte: do autor (2016) 
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A concentração de 2000 μg g-1 de Zn induziu um espessamento da 

endoderme e, assim como a concentração intermediária (300 μg g-1 de Zn), 

reduziu também o diâmetro dos elementos de vaso no cilindro vascular 

(FIGURA 1B). O Cd não afetou também as espessuras do parênquima 

paliçádico, do parênquima esponjoso e de ambas as faces as da epiderme foliar. 

No entanto, as concentrações crescentes do Cd induziram a formação de 

elementos de vaso com maior diâmetro na nervura central da folha (FIGURA 

2A).  

 

Figura 2 - Efeito do Cd (A) e do Zn (B) sobre a anatomia foliar de Alternanthera 

tenella. Médias seguidas das mesmas letras não diferem entre si pelo 
teste de Scott-knott a 5% de significância. Barra: desvio padrão. 
Fonte: do autor (2016) 
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O aumento das concentrações de Zn, por sua vez, induziu um aumento 

proporcional da espessura dos parênquimas paliçádico e esponjoso, bem como 

da epiderme nas faces adaxial e abaxial e, portanto, aumentou a espessura do 

limbo foliar como um todo (FIGURA 3). No entanto, o Zn reduziu o diâmetro 

dos elementos de vaso na nervura central da folha (FIGURA 2B).  

 

Figura 3 – Anatomia foliar de Alternanthera tenella exposta a diferentes 
combinações de concentrações de Cd e Zn. (pp) parênquima 
paliçádico; (pe) parênquima esponjoso; (adx) face adaxial da 
epiderme; (abx) face abaxial da epiderme; (cp) cloroplasto; (fv) 
feixe vascular; (ib) idioblasto contendo drusa (detalhe em H). 
Barra de escala: 100μm 
Fonte: Do autor (2016). 
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Foi observado um aumento na frequência de idioblastos contendo drusas 

no limbo foliar de Alternanthera tenella exposta a concentrações crescentes de 

Cd (FIGURA 3G-H). Nas maiores concentrações de Zn foi observada uma 

aparente redução na quantidade de cloroplastos, principalmente nas células do 

parênquima paliçádico. Essa redução também foi verificada na quantidade de 

células do mesofilo, concomitantemente a um aumento no volume celular e na 

quantidade de espaços intercelulares (FIGURA 3F; FIGURA 3I).  

 

3.3 Trocas gasosas 

 

O Cd não induziu alterações na taxa fotossintética, na condutância 

estomática e na taxa transpiratória de Alternanthera tenella (FIGURA A). O Zn, 

de uma forma geral, induziu um decréscimo em todas essas variáveis, sendo as 

menores médias obtidas para 2000 μg g-1 de Zn. 
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Figura - Efeito do Cd (A) e do Zn (B) sobre as trocas gasosas de Alternanthera 

tenella. Dados de taxa fotossintética no eixo vertical da esquerda; 
dados de condutância estomática e taxa transpiratória no eixo vertical 
da direita. Médias seguidas das mesmas letras não diferem entre si pelo 
teste de Scott-knott a 5% de significância. Barra: desvio padrão. 
Fonte: do autor (2016) 
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4 DISCUSSÃO 

 

Os resultados apresentados apontam Alternanthera tenella como uma 

espécie com um alto nível de tolerância e potencialmente acumuladora de Cd e 

Zn. A ampla ocorrência da espécie na área de mineração de Zn em Vazante-MG 

pode ser explicada em partes por essa tolerância. O cruzamento entre os níveis 

de exposição de Cd e de Zn em solo experimental trouxe uma análise 

interessante da interação entre esses metais em um substrato mais próximo da 

condição natural da espécie. Valores de 100 μg de Cd g-1 e de 3000 μg de Zn g-1 

de massa seca de plantas têm sido considerados como valores mínimos para a 

classificação de espécies como hiperacumuladoras desses elementos (KRÄMER, 

2010; van der ENT et al., 2012).  

De uma forma geral, os teores de Cd e Zn em raízes e folhas de 

Alternanthera tenella aumentaram proporcionalmente aos níveis de exposição e 

foram maiores nas raízes do que na parte aérea da planta. Tais resultados estão 

de acordo com o observado para Gomphrena claussenii e Gomphrena elegans 

(CARVALHO et al., 2013; BORIN, 2010), ambas pertencentes à família 

Amaranthaceae e coletadas também na área de mineração de Zn em Vazante-

MG. Essa relação direta com a concentração aplicada em A. tenella está de 

acordo com o movimento de íons por fluxo de massa, seguindo um gradiente 

químico da maior para a menor concentração do elemento (MARSCHNER, 

2011). Assim, uma vez absorvidos pelas raízes, parte dos íons se movem 

principalmente pela via apoplástica, atingindo o sistema condutor e 

posteriormente a parte aérea da planta, enquanto a outra parte desses íons pode 

ser retida na raiz (ENSTONE; PETERSON, 2002; ENSTONE ; PETERSON, 

2005).  

Um aumento no influxo de Cd para a raiz também foi relatado para 

Thlaspi caerulescens, por efeito do aumento concomitante das concentrações de 
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Zn (PAPOYAN; PIÑEROS; KOCHIAN, 2007). De acordo com os autores, a 

intensidade do transporte via xilema foi estimulada pelas altas concentrações de 

Zn, fazendo com que o Cd também fosse mais absorvido e translocado. No 

entanto, o Cd e o Zn possuem algumas semelhanças nas suas características 

físico-químicas, que resultam em uma competição por sítios de ligação em 

proteínas e outras macromoléculas. Nesse sentido, embora altas concentrações 

de Zn possam estimular a absorção de Cd, elas também protegem a planta dos 

efeitos nocivos do metal (PAPOYAN; PIÑEROS; KOCHIAN, 2007; 

KUMMEROVÁ et al., 2010). 

Na concentração de 1,3 μg g-1 de Cd, uma grande diferença de potencial 

químico foi criada quando combinada com 2000 μg g-1 de Zn, aumentando o 

movimento tanto de Cd quanto de Zn no sentido da raiz para a parte aérea, o que 

não foi observado sob 5 μg g-1 de Zn. Essa pode ter sido a causa do decréscimo 

no teor de Cd na raiz (em 20 μg g-1 de Cd e 2000 μg g-1 de Zn), uma vez que 

grande parte do elemento foi translocado para a parte aérea de Alternanthera 

tenella, conforme mostram os valores de Índice de Translocação (IT) e de teor 

de Cd na parte aérea. Embora as altas concentrações de Zn tenham demonstrado 

exercer certa influência sobre a absorção e translocação de ambos os íons, a 

proporção entre os dois elementos deve ser considerada nos resultados de Fator 

de Bioacumulação (FB) e de IT. Por exemplo, o aumento progressivo da 

concentração de Zn diante da concentração fixa de 20 μg g-1 de Cd, faz com que 

a proporção Cd:Zn diminua e, consequentemente, que o FB do Cd reduza. 

O Cd e o Zn geralmente são sequestrados nas raízes de plantas não 

acumuladoras desses elementos. No entanto, a translocação desses elementos da 

solução do solo para as folhas tem sido considerada uma etapa chave em 

espécies hiperacumuladoras (MITCH, 2002; PAPOYAN; KOCHIAN, 2004). No 

presente trabalho, altos valores de IT foram observados tanto para o Cd quanto 
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para o Zn, atingindo cerca de 75% para ambos, denotando o potencial 

hiperacumulador de Alternanthera tenella. 

Quando em maior concentração, o Cd contribuiu para a elevação dos 

teores de Zn tanto na raiz quanto na parte aérea da planta, provavelmente por ter 

contribuído para elevar ainda mais o movimento pelo fluxo de massa. O FB é a 

relação entre a quantidade do elemento na planta e a quantidade em que ele foi 

aplicado no meio (CARVALHO et al, 2013). Por isso, o aumento da 

concentração de Zn resultou na queda do FB e do IT desse elemento, uma vez 

que a planta poder ter atingido o seu limite de absorção. Essa provavelmente é 

também a causa da elevação do FB do Zn na combinação entre 5 μg g-1 de Zn e 

20 μg g-1 de Cd, onde a concentração mais elevada do Cd possivelmente elevou 

o potencial químico e consequentemente aumentou a absorção do Zn. 

As características anatômicas de Alternanthera tenella estão de acordo 

com o observado por Rajendrudu, Prasad e Das (1986). A baixa expressividade 

do Cd sobre as modificações nas características anatômicas de A. tenella está 

provavelmente relacionada com a proteção pelas altas concentrações de Zn 

(PAPOYAN; PIÑEROS; KOCHIAN, 2007; KUMMEROVÁ et al., 2010). De 

acordo com Papoyan, Piñeros e Kochian (2007), o processo de acúmulo de 

elementos-traço nas plantas se divide em três etapas principais: o transporte do 

elemento da solução do solo para a raiz; o transporte radial desse elemento pelos 

tecidos radiculares até alcançar o xilema; e o transporte do elemento via xilema 

para as folhas, onde será armazenado nas células epidérmicas e do mesofilo 

foliar. A presença de elementos-traço pode induzir um aumento do córtex 

radicular, como resposta ao acúmulo de metais nas células corticais e, também, 

visando aumentar a resistência ao transporte radial pelo aumento da distância a 

ser percorrida pelos íons (MAKSIMOVIĆ et al., 2007; CASTRO; PEREIRA; 

PAIVA, 2009). Portanto, a ausência de efeito do Cd e do Zn sobre a espessura 
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do córtex de A. tenella pode ser um indicativo de tolerância da espécie a esses 

elementos. 

A função seletiva da endoderme radicular está bem esclarecida na 

literatura. Essa camada de células funciona como uma barreira apoplástica que 

controla o transporte radial de água e íons, reduzindo a entrada de 

contaminantes, parasitas e a perda radial de água pelas raízes (ENSTONE  et al., 

2002; ENSTONE ; PETERSON, 2005). O Zn é um elemento capaz de induzir o 

espessamento da endoderme como forma de reduzir seu influxo para o sistema 

condutor (BROADLEY et al., 2007). Outra estratégia que visa diminuir o fluxo 

de contaminantes para a parte aérea da planta é a redução no diâmetro dos 

elementos de vaso. Essa redução resulta em uma diminuição da condutância 

hidráulica (RODRÍGUEZ-GAMIR et al. 2010) e, portanto, reduz a absorção e 

translocação desses elementos. Dessa forma, o espessamento da endoderme e a 

redução do diâmetro dos vasos pela maior concentração de Zn (2000 μg g-1) 

reduziram a translocação de Cd e Zn, conforme valores de FB e IT observados.  

As plantas hiperacumuladoras possuem diversos mecanismos para 

reduzir a disponibilidade de metais na planta, como a quelação, o sequestro em 

vacúolos ou a excreção de metais para o apoplasto (CLEMENS, 2006; ERNST, 

2006). Portanto, o aumento observado no volume celular e, consequentemente, 

da espessura dos tecidos foliares pode estar relacionado com maiores volumes 

de vacúolos, onde o tanto o Cd como o Zn podem ter sido armazenados. Em 

análise da localização subcelular de Cd e Zn em Thlaspi caerulescens, Ma et al. 

(2005) encontraram que 65% do total de Zn na folha estava acumulado em 

vacúolos de células do mesofilo e 23% estavam imobilizados na parede celular. 

O Cd, por sua vez, estava localizado em até 35% do seu total na folha nos 

compartimentos apoplásticos. Um maior acúmulo de Cd no apoplasto também 

foi relatado para espécies tolerantes ao elemento, como Sedum alfredii e 

Noccaea caerulescens (VÁZQUEZ et al.,1992; NI; WEI, 2003; REDJALA et 



51 

 

al., 2009). Nesse sentido, uma vez que plantas tolerantes tendem a acumular 

mais Zn nos vacúolos e mais Cd na parede celular, espera-se que o espessamento 

do limbo foliar em Alternanthera tenella seja prioritariamente atribuído ao efeito 

do Zn, uma vez que mesofilo representa o maior volume do limbo foliar e que o 

Zn está em maior concentração do que o Cd.  

Em seu trabalho sobre a localização subcelular de Cd e Zn nos tecidos 

de Gomphrena clausenii, CARVALHO et al. (2015) utilizaram plantas coletadas 

na mesma área de mineração de Zn (Vazante-MG), onde foram coletadas os 

espécimes de Alternanthera tenella utilizados no presente trabalho. Os autores 

demonstraram que G. clausseni sequestra o Cd em cristais de oxalato de cálcio 

presentes em vacúolos de células do caule e do parênquima esponjoso. O Zn, por 

sua vez, não foi encontrado nesses cristais e em altas concentrações induziu uma 

redução do sequestro de Cd nessas estruturas. A observação de idioblastos 

contendo cristais na forma de drusas no mesofilo de A. tenella concorda com os 

resultados obtidos para G. claussenii e, assim como propõem Carvalho et al. 

(2015), isso pode consistir em uma estratégia de tolerância e acúmulo de Cd na 

parte aérea da planta. Os resultados observados para as folhas de A. tenella 

trazem indícios, portanto, de que a planta pode utilizar modificações anatômicas 

como estratégias para tolerar altas concentrações de Zn. Essas modificações 

seriam, sobretudo, um provável reflexo de processos celulares como a 

compartimentalização do Zn em vacúolos de células do mesofilo e da epiderme 

foliar (KÜPPER; ZHAO; McGRATH, 1999). Mais tarde, Küpper et al. (2000) 

demonstraram que as células do mesofilo foliar em Arabidopsis halleri são o 

principal local de acúmulo de Cd e Zn, exercendo grande importância em sua 

hiperacumulação. 

Os efeitos do Zn sobre as trocas gasosas de Alternanthera tenella estão 

relacionados com as modificações anatômicas induzidas pelo elemento como, 

por exemplo, a redução no diâmetro dos elementos de vaso nas raízes e nas 
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folhas. Essa redução interfere diretamente na condutividade hidráulica da planta 

que, por sua vez, afeta o potencial fotossintético e a taxa de transpiração 

(SPERRY, 2000). No entanto, na combinação entre 20 μg g-1 de Cd e 2000 μg g-

1 de Zn, a queda na taxa fotossintética pode estar relacionada também com uma 

queda no número de cloroplastos, observada principalmente nas células do 

parênquima paliçádico (FIGURA 3I). A retenção de elementos-traço nas raízes e 

o sequestro em locais de baixa atividade metabólica é uma forma de evitar seus 

efeitos sobre a fotossíntese, que é um processo altamente sensível a distúrbios 

ambientais (RASCIO; NAVARI-IZZO, 2011). No entanto, em concentrações 

excessivas, parte do Zn pode translocar e inibir parcialmente reações no 

fotossistema I e induzir o bloqueio do transporte de elétrons no fotossistema II 

(TRIPATHY; MOHANTY, 1980).  
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5 CONCLUSÃO 

 

Alternanthera tenella apresenta-se como uma espécie eficiente na 

absorção de Cd e Zn de solos ricos nesses elementos-traço, podendo ser 

caracterizada como hipertolerante e hiperacumuladora desses elementos-traço. 

Nas condições do presente estudo, a espécie não sofre efeitos da toxicidade do 

Cd e altera a sua anatomia em resposta às altas concentrações de Zn, mas as 

trocas gasosas foram afetadas pelo excesso desse elemento. A sua elevada 

capacidade de translocação de Cd e Zn para as partes aéreas, a elege também 

como potencialmente aplicável na fitorremediação de solos com teores desses 

elementos-traço, no entanto mais estudos sobre a viabilidade dessa aplicação são 

necessários. 
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ABSTRACT 

The presence of high concentrations of cadmium (Cd) in the environment can 
threaten  to the local biota and one of its main sources are anthropic activities 
such as zinc (Zn) mining areas. Some plant species are able to tolerate high Cd 
concentrations, using anatomical and physiological strategies to avoid the 
absorption or accumulating this element in its biomass. The in vitro assessment 
of these strategies is an efficient way to control external variables to the 
experiment. We aimed to investigate the anatomical and physiological changes 
of Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae) exposed to Cd and its potential 
for accumulation in controlled microenvironmental conditions. We evaluated 
changes on leaf and root anatomy, antioxidant system and on the biomass of A. 
tenella grown in a contaminated culture medium with increasing Cd 
concentrations (0, 50, 100 and 150 μM), in the presence of 1500 μM Zn. A. 

tenella was able to absorbing and translocate Cd and Zn and these elements 
competed for the absorption by the species. The increase of Cd in the medium 
led to a thickening of the root tissue, which was observed to the leaves only 
bellow 100 μM Cd. The concentration of 150 μM Cd was toxic to the leaf tissue, 
stimulated the formation of hydrogen peroxide, interfering in the antioxidant 
system and reducing plant biomass and the chlorophyll content. Therefore, A. 

tenella is capable of tolerating high Cd concentrations, modifying its anatomy 
and physiology in order to compartmentalize and prevent the translocation of 
this element. 
 
Keywords: plant anatomy; antioxidant system; bioaccumulation; tissue culture; 
phytoremediation 
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Introduction 

Soil and water are oftenly subject to contamination by trace elements, 

mainly arising from industrial activities, mining activities, surface runoff in 

urban areas and the application of phosphate fertilizers (Rogers et al. 2007). The 

mining activity is one of the main activities related to the soil contamination by 

cadmium (Cd) and zinc (Zn). 

Cd is an element that can be easily absorbed by plant roots and be 

translocated to the aerial parts, what can inhibit their growth through the 

reduction of the photosynthetic rates and competition with the absorption of 

micro and macronutrients in the environment (Ahmad et al. 2015; Zadeh et al. 

2008; Gonçalves et al. 2009). For this reason, unnatural Cd concentrations in the 

environment has been recognized as a major risk, due to its non-biodegradability 

and high toxicity for biota (Silva et al. 2012; Xie et al. 2013). In addition, Cd 

induces an increase in the production of reactive oxygen species (ROS), which 

can damage cellular components, such as nucleic acids, proteins and 

polysaccharides, resulting in an increase of lipidic peroxidation. Consequently, 

plants can show severe stress symptoms, as chlorosis, necrosis, growth 

limitation and death (Monteiro et al. 2009; Pietrini et al. 2010). 

Zn, in turn, is a known trace element by being an essential micronutrient 

for plant growth, whose deficiency results in several symptoms such as leaf area 

reduction, necrosis at the root apex and leaf chlorosis, among others (Broadley et 

al. 2007). However, at high concentrations, this trace element may be phytotoxic 

to the metabolism and to the plant growth (Broadley et al. 2007; Marschner 

1995).   

A technology recently used in the remediation of contaminated 

environments with trace elements is the phytoremediation process, which 

consists in the use of plants with the capacity of absorbing or immobilizing 

several types of pollutants. This technique has attracted the attention of 
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environmental agencies by its cost-benefit relation and its eco-friendly nature 

(Bharti and Banerjee 2012; Silva et al. 2015).  

To improve the understanding of the potential for phytoremediation of 

some species, studies involving plant physiology and anatomy must be carried 

out (Monteiro et al. 2009; Stoláriková-Vaculíková et al. 2015; Pereira et al. 

2016). Studies related to changes on the physiology and anatomy of plants under 

Cd exposure have already been conducted in vitro (Son et al. 2014; Anju et al. 

2015; Manquián-Cerda et al. 2016), as well as for other metals (Khatun  et al. 

2008; Giampaoli et al. 2012; Martins et al. 2016). The in vitro cultivation 

technique has as its main advantage allowing the isolation of the effects of trace 

elements on plants metabolism from the effects of other types of stress 

(Giampaoli et al. 2012). 

Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae) is a perennial herbaceous 

widely spreaded throughout the Brazilian territory and especially in degraded 

areas (Moreira and Bragança, 2011). The species has a wide occurrence in a Zn 

mining area at Vazante town, Minas Gerais, Brazil, that suggests its tolerance 

and potential for accumulation of trace elements from the soil. Therefore, based 

on the potential for phytoremediation of several species of the Amaranthaceae 

family, we aimed to investigate the modifications in the plant anatomy and 

physiology of A. tenella under Cd effect, as well as the ability for 

bioaccumulation of these elements by the species under controlled 

microenvironmental conditions. 

 

Material and methods 

Experimental design 

Plants of A. tenella were collected from three sites in a waste of a zinc 

mining area, located in Vazante town (S 17°55ʹ13,7ʺ W 46°48ʹ45ʺ), in the state 

of Minas Gerais, Brazil. The soil of this area presents high phytoavailable levels 
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of Cd and Zn (10489 mg dm-3 Zn and 158 mg dm-3 Cd, according to Lopes et al. 

2015). Plants were transferred to a greenhouse and replanted in 2 L plastic pots 

containing commercial substrate Plantmax® irrigated daily. In these pots, plants 

were propagated by seeds in order to reach an homogeneous matrix, from which 

the containing the seeds were obtained for the experiment execution. Plants 

collected in the environment were used for the establishment of the voucher 

specimen.  

Seeds were extracted mechanically from the plants and properly 

disinfested with a 70% ethanol solution for a minute, and a 30% sodium 

hypochlorite solution (2.5% active chlorine) for 20 minutes. Subsequently, the 

seeds were washed with distilled water previously autoclaved for three times and 

in aseptic condition, then they were inoculated in test tubes containing 10 mL of 

MS medium (Murashige and Skoog 1962). At 60 days of cultivation, the 

obtained plants were pricked out and the nodal segments inoculated in 250 mL 

glass containers containing 50 mL MS medium. All the pricking procedure was 

carried out three times, at each 30 days, to obtain the necessary number of 

plants. The media were supplemented with 30 g L-1 sucrose, solidified with 6 g 

L-1 agar, pH adjusted to 5.8 before the autoclaving at 120 ° C, during 20 

minutes. After the inoculation, the material was kept in a growth room at 27 ± 

2oC with 16-h photoperiod under fluorescent lights Philips Master TL5 HO, 49 

W/840, providing 90 µmol m-2 s-1 of photosynthetically active radiation. 

Side sprouts of A. tenella obtained in the previous stage with 

approximately 3 cm of growth, were individualized using a scalpel, transferred 

to 250 mL glass containers containing 50 mL MS medium solidified with 6 g L-1 

agar and supplemented with 0, 50, 100 and 150 µM Cd, reaching four 

treatments. All the media had the addition of 30 g L-1 sucrose and 1500 µM Zn. 

This Zn concentration was selected based on previous test and represents the 

"No Observed Effect Concentration " (NOEC) and the Cd concentrations were 
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adapted from Carvalho et al. (2013). Cd and Zn sources were, respectively, 

cadmium nitrate [Cd(NO3)2.4H2O] and zinc sulfate (ZnSO4.7H2O). 

In each glass container were inoculated five shoots and the pH of the 

media was adjusted to 5.8 before the autoclaving at 120 °C, during 20 minutes. 

After the inoculation, the material was kept in a growth room at 27 ± 2 oC with a 

16-h photoperiod under fluorescent lights Philips Master TL5 HO, 49 W/840, 

providing 90 µmol m-2 s-1 of radiation photosynthetically active. After 30 days of 

exposure to Cd, were collected the data of fresh weight and chlorophyll content, 

as well as the material to be used in anatomical and enzymatic analysis. 

 

Cd and Zn Levels and bioaccumulation  

Plants of A. tenella exposed to different treatments were collected and 

washed with distilled water. Five replicates of each treatment were used and, due 

to its small size, there was not separation between roots and shoots to enable the 

quantification of metals. Then, plant material was dried at 40 °C until reach 

constant weight, triturated in a Willye-type knife mill. Subsequently, 500 mg of 

ground dry mass were taken to the perchloric nitric digestion process Sarruge e 

Haag (1974). For this, 10 mL of concentrated HNO3 were added to the samples, 

leaving them resting for 12 h. The digestion process was done in digester block 

at a temperature of 150 °C per minute until the HNO3 volume reduction, added 

by half. After this was added 1.0 mL HClO4 P.A. and the temperature increased 

to 210 °C for 20 minutes, to the brightening of the solution. Finally,  5 mL 

distilled water was added to the samples that were taken for quantification of Cd 

and Zn. 

Cd and Zn levels were determined by spectrophotometry of atomic 

absorption with AAnalyst 800 Spectrometer® PerkinElmer equipment, with 

atomizer type flame. The reference material used for quality assurance was the 

BCR® 482 Lichen, of the IRMM (Institute for Reference Materials and 
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Measurements - European Commission) on each battery, besides a blank sample 

(only HNO3). 

The Bioaccumulation Factor (BF) was calculated for both Cd and Zn 

based on the element concentration in the whole plant in relation to its 

concentration in the culture medium, according to the equation bellow: 

 

BF = [TE]P/ [TE]M 

 

where BF: Bioaccumulation Factor; [TE]P: concentration of the trace element in 

the whole plant; [TE]M: trace element concentration in the culture medium 

(adapted from Rezvani and Zaefarian et al. 2011). 

 

Anatomical analysis 

Anatomical analyses were performed for roots and leaves formed under 

the influence of the contaminated medium, after 30 days of exposure to the 

treatments. Plants were fixed in F.A.A.70% (formaldehyde, acetic acid and 

ethanol 70% in the proportion of 0,5:0,5:9,0) by 72h, then transferred and stored 

in 70% ethanol until the moment of the analysis (Kraus and Arduin 1997). 

Leaves cross sections were obtained using fragments with approximately 1 cm² 

from the leaf midle region, which were dehydrated in ethanol series (70, 80, 90 

and 100%) under vacuum at room temperature, according adapted from 

Johansen (1940). The material was infiltrated using the historesin Kit 

(hydroxyethyl methacrylate, Leica®, Heidelberg), following the manufacturer's 

instructions. Fragments from the root absorption zone (~1 cm) were used to the 

cross sections, following the same processes of dehydration and infiltration 

mentioned for the leaves. 

Cross sections 7 µm thick were made for both roots and leaves with the 

aid of a semiautomatic rotating microtome and dyed with Toluidine Blue 
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solution of 1% (O'Brien et al. 1964). Permanent slides were mounted using 

Entellan® (Merck) as mounting medium and photographed with camera 

AxioCam Erc 5s (Zeiss, Göttingen, Germany) attached to an Axio Lab.A1 

microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Morphometric analysis were made 

with the aid of the ImageJ® Software and the Fig.s were handled using 

CorelDRAW® Software X7 Version (Corel Corporation). 

Six replications were carried out per treatment and three slides were 

made for each replicate. Three fields by slide were photographed and analyzed. 

Variables evaluated in the roots were epidermis thickness, cortex thickness, 

endodermis thickness, vascular cylinder area, vascular cylinder to total area ratio 

(vascular cylinder area / total area × 100). Variables evaluated in the leaf midrib 

were xylem area, area phloem area and total vascular bundle area. In the limb of 

the leaf were evaluated the thickness of the palisade parenchyma, spongy 

parenchyma, adaxial and abaxial surface of the epidermis.  

 

Antioxidant system enzyme 

Fresh material from the root and shoot of A. tenella was conditioned in 

aluminum foil, immersed in liquid nitrogen and subsequently stored in a ultra-

freezer at -80 °C until the analyses.  

The enzymatic extract was obtained by maceration in liquid nitrogen 

from 100 mg fresh plant material. They were added to the sample 1500 µL of 

extraction buffer, containing 375 µL of potassium phosphate 400Mm, pH 7.8, 15 

µL EDTA 10mM, 75 µL of ascorbic acid 200mM and 1035 µL of water. The 

extract was centrifuged at 13,000 g for 10 minutes at 4 °C and the supernatant 

collected and stored at -20 °C. The supernatant collected was used in the 

quantification analysis of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and 

ascorbate peroxidase (APX) activity, as described by Biemelt et al. (1998). 
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SOD activity was evaluated by the enzyme's capacity in inhibiting the 

photoreduction of nitroblue tetrazolium (NBT). One unit of the SOD 

corresponds to the capacity of the enzyme to reduce in 50% the photoreduction 

of the NBT, as described by (Giannopolitis and Ries 1977). APX activity was 

determined by the accompaniment of the oxidation of ascorbate at 290 nm for 

each 15 seconds along three minutes, at the molar extinction coefficient of 2.8 

mm cm-1 (Nakano and Asada 1981).  

For the quantification of the hydrogen peroxide (H2O2), the 

spectrophotometric readings were conducted at 390 nm according to Velikova et 

al. 2000. The quantification was carried out based on a standard curve with 

known concentrations of hydrogen peroxide. Lipid peroxidation activity were 

determined through the quantification of reactive species to the thiobarbituric 

acid according to Buege and Aust (1978). 

 

Fresh weight and chlorophyll content 

Fresh weight data were obtained from groups of five plants which 

composed each one of the six replicates, using an analytical balance. 

Chlorophyll content was obtained with the aid of a portable chlorophyll meter 

SPAD-502 (Konica Minolta, Osaka, Japan) from the first fully-expanded leaves 

from the shoot apex, using 16 replicates. 

 

Statistical analyses 

Data were evaluated for their normality by the Shapiro-Wilk test and 

then an one way analysis of variance (ANOVA) was performed. Averages were 

compared by Tukey test at 5% of probability of error. A completely randomized 

design was used and the analyses were carried out in SISVAR statistical 

software (Ferreira 2011).  
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Results 

Cd and Zn levels and bioaccumulation  

A. tenellla plants absorbed more Cd following the increase in the applied 

concentration of the element in the medium, reaching a maximum value 1829.8 

μM Cd. Zn absorption by plants, however, it was reduced according to the 

increase of the Cd applied concentration (Fig. 1), recording the minimum value 

of 257.6 μM when exposed to 150 μM Cd. 

 

  
Fig. 1 - Applied versus obtained concentrations of Cd and Zn from A. tenella 
plants cultivated in vitro 
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The same was observed for the Cd to Zn ratio (Cd:Zn), which ranged 

from 0.73:1 at 50 μM Cd up to 7.10:1 at highest Cd concentration (150 μM). 

The Bioaccumulation Factor (BF) followed the same trend of the element levels, 

increasing to Cd and decreasing to Zn (Table 1). 

 

Table 1 - Levels of trace elements and bioaccumulation of Cd and Zn in the dry 

mass of A. tenella plants in vitro cultivated 

Applied concentration 
(μM) 

Level (μM) by kg of dry mass 

Cd Zn Cd Zn Cd:Zn 

0 1500 17.4 c 473.2 a 0.04:1 
50 1500 289.4 b 395.6 ab 0.73:1 

100 1500 394.5 b 349.2 b 1.12:1 
150 1500 1829.8 a 257.6 c 7.10:1 

 BF [Cd] BF [Zn] - 
0 1500 - 0.3 a - 

50 1500 5.8 c 0.3 ab - 
100 1500 3.9 b 0.2 b - 
150 1500 12.2 a 0.2 c - 

BCR® 482 (1) 1.82 349.84 - 

BCR® 482 (2) 1.71 251.09 - 

Recovering (%) 93.99 71.77 - 
DLM 0.51 2.28 - 

(Cd:Zn) Cd to Zn ratio; (BF) bioaccumulation factor; (1) standard certified values 
BCR® 482 Lichen; (2) Values obtained in BCR® 482 Lichen analysis; (3) DLM: 
Detection limit. Averages with the same letters within the columns do not differ among 
them by Tukey test at 5% of significance 
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Anatomical modifications 

The increase in Cd concentration induced a thickening of epidermis, 

cortex and endodermis of A. tenella roots (Figs. 2, 3).  

 

 

Fig. 2 - Cd effects on the thickness of epidermis, cortex and endodermis of A. 

tenella roots. Averages followed by the same letter do not differ between them 
by Tukey test at 5% of significance. Bar: standard deviation 
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This effect of 150 μM Cd was also observed for the vascular cylinder 

area and for the total root area, which were higher under the influence of this 

concentration (Figs. 3, 4).  

 

 

Fig. 3 - Cd effects on the vascular cylinder and root total areas of A. tenella 
plants. Averages followed by the same letter do not differ between them by 
Tukey test at 5% of significance. Bar: standard deviation 

 

Root epidermis and cortex of A. tenella showed greater thickness when 

exposed to 150μM Cd, differing significantly from treatments with 0 and 50 μM 

Cd. However, endodermis thickness at 150 μM Cd was higher than all the other 

treatments. 

Although at high Cd concentrations had occurred a larger root area in A. 

tenella, the structure of the tissues in the cross-section presented distortions, 

with apparently degraded and irregular cells, which was not observed for other 

treatments, especially in the closest region to the vascular cylinder (Fig. 4d).  
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Fig. 4 - Root anatomy of A. tenella exposed to Cd. ep - root epidermis; vc - 
vascular cylinder; ve - vessel element; ctx - root cortex; ed - endodermis; tr - 
root trichomes. Detail in C: wall thickening in the endodermis cells. Scale bar: 
100μm 

 

Leaves of A. tenella present leaf blade with uniseriate epidermis and a 

dorsiventral mesophyll (Fig. 5). The presence of Cd in the leaves reduced the 

epidermis thickness for both adaxial and abaxial faces. Therefore, this reduction 
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was more evident at the highest Cd concentration (150 μM), while under 50 μM 

Cd the epidermis thickness was not different from the control (Fig. 5b2).  

 

Fig. 5 - Leaf anatomy of A. tenella exposed to Cd. (A1-D1) cross sections of the 
leaf in the midrib region - (phl) phloem.; (ve) vessel element; (vb) vascular 
bundle; (xl) xylem; (co) collenchyma; (A2-D2) - cross sections of the leaf limb; 
(pp) palisade parenchyma; (sp) spongy parenchyma; (st) stomata; (sc) 
substomatic chamber; (adx) adaxial epidermis; (abx) abaxial epidermis. Detail in 
C2: zoom of the abaxial face of the leaf epidermis showing stomata and 
substomatic camera. Scale bar: 100 μm 
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We also observed a decrease in relation to the control for the thickness 

of the palisade and spongy parenchyma (Figs. 5a2-d2, 6a). However, this 

decrease occurred only in leaves exposed to 150 μM Cd, while for 50 and 100 

μM Cd we observed an increase in the thickness of these tissues. 

 

Fig. 6 - Cd effects on the anatomical characteristics of the leaf blade (A) and of 
the leaf midrib (B). In A, thickness values of the palisade and spongy 
parenchyma are on the left vertical axis and the values of adaxial and abaxial 
faces of the leaf epidermis are on the right vertical axis. Averages followed by 
the same letter do not differ between them by Tukey test at 5% of significance. 
Bar: standard deviation 

 
Both 50 and 100 μM Cd have also induced an increase of xylem and 

phloem areas, which directly influenced the total bundle area (Figs. 6b, 5a1-d1).  
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Despite the decrease in the tissues area under 150 μM Cd, they remained 

larger than the control. At 50 and 100 μM Cd we also observed that the cells 

throughout the leaf limb presented higher volumes and a slight increase in the 

intercellular spaces. Under 100 μM Cd, the palisade parenchyma presented cells 

with an irregular shape and it did not show a regular elongated cell form of the 

tissue, becoming difficult to differentiate the palisade and spongy parenchyma at 

150 μM Cd (Fig. 5). 

 

Antioxidant system enzymes 

The increase in Cd concentrations stimulated the formation of hydrogen 

peroxide (H2O2) only in the two highest concentrations (100 and 150 μM), 

which presented higher averages than the other treatments. The lipid 

peroxidation, however, was increased by the levels of  H2O2 only for 150 μM Cd 

(Fig. 7). 

 

Fig. 7 - Hydrogen peroxide levels and lipidic peroxidation in A. tenella plants 
exposed to Cd. Averages followed by the same letter do not differ between them 
by Tukey test at 5% of significance. Bar: standard deviation 
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The activity of superoxide dismutase (SOD) remained the same as the 

control treatment for plants exposed to concentrations of 50 and 100 μM, 

decreasing under 150 μM Cd. The activity of ascorbate peroxidase (APX), 

however, was higher in the presence of all Cd concentrations and different of the 

control treatment (Fig. 8). 

 

Fig. 8 - The superoxide dismutase activity (SOD) and ascorbate peroxidase 
(APX) in A. tenella plants exposed to increasing Cd concentrations. Averages 
followed by the same letter do not differ between them by Tukey test at 5% of 
significance. Bar: standard deviation. 

 

Fresh weight and chlorophyll levels 

The fresh weight of the plants was reduced by the increase of the Cd 

concentration in the medium. Under 150 μM Cd, the plants presented lower 

fresh weight than the other treatments, while the control treatment presented 

higher averages. The concentrations of 50 and 100 μM Cd did not differ between 

them (Fig. 9). The effect of Cd on the chlorophyll levels, however, it was only 

observed for 100 and 150 μM Cd, which differed statistically of 0 and 50 μM 

Cd. The concentration of 50 μM, in turn, caused no effect on this characteristic.  
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Fig. 9 - Fresh weight (values on the left vertical axis) and chlorophyll levels 
(values on the right vertical axis) of A. tenella plants exposed to increasing Cd 
concentrations. su- SPAD units. Averages followed by the same letter do not 
differ between them by Tukey test at 5% of significance. Bar: standard deviation 

 

A qualitative analysis evidenced a gradual decrease in the plant 

production of A. tenella by the effect of increasing Cd concentrations, such for 

leaf as for root (Fig. 10). We observed less developed plants and with acute 

symptoms of chlorosis under 150 μM Cd. 
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Fig. 10 - Comparison between the plant production of shoots and roots of A. 

tenella under Cd effect. Scale bar: 5 cm 
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Discussion 

Cd level increase in  A. tenella into in vitro conditions followed the 

observed for several species such as, for example, Gomphrena claussenii 

(Carvalho et al. 2013), Pfaffia glomerata (Gomes et al. 2012) and Alternanthera 

philoxeroides (Souza et al. 2009) in hydroponics system. This may be related to 

the high mobility of the Cd (Barceló et al. 1990) and that the movement of ions 

by mass flow, following a chemical gradient from the higher to a lower 

concentration (Marschner 1995). Besides, in conditions of high water 

availability the absorption of minerals elements may be optimized (Gonçalves et 

al. 2009).  

Cd absorption demonstrated to compete with Zn absorption (Fig. 1), 

once that Zn levels decreased as far as that the increased Cd concentrations in 

the medium. Some similarities in Cd and Zn physical-chemical characteristics 

may result in competition for attachment sites on proteins and other 

macromolecules (Papoyan et al. 2007; Kummerová et al. 2010). Thus, although 

high Zn concentrations may stimulate Cd absorption, they can also protect the 

plant from the harmful Cd effects (Papoyan et al.  2007; Kummerová et al. 

2010). Thus, the results obtained in the present study suggest that when Cd:Zn is 

maintained, the Cd tends to present less toxicity to the plant (Accioly and 

Siqueira 2000).  

The great elevation of Cd bioaccumulation factor (BF) by the 150 μM 

Cd effect may be related to the abrupt inversion of the Cd:Zn on the plant (Table 

1). This inversion may, above all, had been the major factor for the effects of 

toxicity observed for high Cd concentrations. 

The anatomical features of A. tenella presented in this work are in 

accordance with the presented by Rajendrudu et al. (1986) for the species. The 

increased thickness observed for the root tissue is probably related to the 

thickening of the endodermis by the Cd effect. The protective function of the 
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endodermis are well described in the literature, which acts as an apoplastic 

barrier controlling the radial transport of water and ions, for avoiding the 

entrance of contaminants and parasites, as well as the excessive loss of water 

through the plant (Enstone and Peterson 2002; Enstone and Peterson 2005; Líška 

et al. 2016; Martins et al. 2016).  

Under Cd stress, the endodermis begins to differentiate closer to the root 

apex in several species such as Arabidopsis thaliana (Schreiber et al. 1999), 

Silene dioica (Martinka and Lux 2004), Karwinskia humboldtiana (Zelko and  

Lux 2004) and Zea mays (Vaculík et al. 2009). In this context, the efficiency and 

the comparability of tests with trace elements into in vitro conditions were 

demonstrated by Lux et al. (2011) and more recently by Liška et al. (2016), 

which confirmed the Cd effect anticipating the maturation of endodermis in Z. 

mays. 

The Cd effect on the proportion of the root tissue and changes on the 

development of apoplastic barriers such as epidermis, exodermis and 

endodermis are known in the literature (Redjala et al. 2009). Thus, the 

thickening of the endodermis in A. tenella may have progressively reduced the 

translocation of both Cd and Zn. However, with the Cd concentration increase 

for 100 and 150 μM, a greater part of the Cd in the roots may be translocated 

and reduced the Zn translocation by competition, causing toxic effects on the 

leaves. 

According to Lux et al. (2011), most of the accumulated Cd in the roots 

is located mainly in the cell wall of cortical cells, while smaller quantities are 

kidnapped in the vacuole of these cells. However, a thickened endodermis 

strongly contributed to the large Zn accumulation in the root of Thlaspi 

caerulescens, increasing the biomass of this organ (Broadley et al. 2007). The 

accumulation of increasing concentrations of Cd as well as Zn in the root was 

also observed for Lupinus uncinatus Schldl. (Ehsan et al. 2015).  
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Pereira et al. (2016) also observed a thickening of the leaf mesophyll by 

the Cd effect in Schinus molle and a subsequent decrease in its highest evaluated 

concentration (250 μM). We observed a similar growth at low Cd concentrations 

for A. tenella, which occurred such in the mesophyll cells as in the vascular 

bundle located in the leaf midrib. It may be related to Zn accumulation in these 

cells as the reported by Ma et al. (2005) for Thlaspi caerulescens. Cd may 

inhibit the plant growth by reducing the photosynthetic rate and the competition 

with the absorption of micro and macronutrients present in the medium (Ahmad 

et al. 2015; Zadeh et al. 2008; Gonçalves et al. 2009). The mesophyll thickening 

observed in A. tenella, however, occurred simultaneously to a decrease in plant 

growth (Fig. 9), especially under the highest Cd concentration. 

According to Romero-Puertas et al. (2006), the peroxidation of the 

membrane lipids may be associated with the presence of toxic Cd levels, 

because this element promotes increased levels of the reactive oxygen species 

(ROS). The increase of the levels of hydrogen peroxide (H2O2) observed for the 

two highest Cd concentrations over A. tenella may, therefore, explain the high 

lipid peroxidation rate for the concentration of 150 μM and the symptoms of 

toxicity observed in this concentration. The membranes lipid peroxidation may 

alter its permeability and its fluidity (Kabata-Pendias 2010), which may have 

allowed the entrance of more Cd in the symplast. The increase of ROS by the Cd 

effect may also induce the occurrence of apoptosis and damage in the DNA 

structure (Filipič and Hei 2004), which explains part of the degradation observed 

in the roots of the A. tenella (Fig. 4d).  

Oxidative stress caused by ROS may be softened by the regulation of the 

enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems of the plants (Khan et al. 

2009; Irfan et al. 2010). The negative Cd effect observed on the activity of 

superoxide dismutase (SOD), for example, it may be related to a decline in the 

glutathione levels, caused by an increase in the use of phytochelatins (Guimarães 
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et al. 2008), but also with direct interaction between glutathione and the Cd and 

its subsequent transport to vacuoles (Pietrini et al. 2003). Chinmayee et al. 

(2013) demonstrated that Cd induces modifications in several enzymes in A. 

tenella, such as catalase, SOD, APX, glutathione reductase (GR), polyphenol 

oxidase (PPO) and peroxidase (POX), all related to the ROS detoxification. 

The increase of the ascorbate peroxidase (APX) activity probably was 

due to the great affinity of this enzyme H2O2 (Gill and Tuteja 2010) and by an 

attempt to reduce the oxidative stress induced by the Cd. This answer of the 

APX is in agreement with the reported in the literature for A. tenella (Chinmayee 

et al. 2013). Besides its high affinity for H2O2, APX is present in several cellular 

compartments such as chloroplasts, mitochondria, peroxisomes or in the cytosol, 

also presenting several isoenzymes with control functions in the formation of 

ROS and cellular H2O2 signaling (Willekens et al. 1995). Thus, the increasing 

levels of H2O2 induced by high Cd concentration may have directly determined 

the increase of APX activity.  

The effects of the concentration of 150 μM Cd on A. tenella, point to a 

toxic level of the trace element, unlikely of the obtained for lower 

concentrations. This was observed for the responses of the enzymes of the 

antioxidant system and thickening or reduction of the cells and whole tissues by 

the Cd effect. Therefore, the deleterious result of this concentration of the 

vegetable growth and biomass accumulation (Fig. 10) was expected and has the 

features mentioned above as a basis for its explanation.  

The decrease in chlorophyll and carotenoids levels by the Cd effect has 

already been observed for A. tenella, (Chinmayee et al. 2013). According to the 

authors, this reduction may be related to the inhibition of the enzymes related to 

the biosynthesis of chlorophyll by the effect of stress for the metal. Cd is known 

by affecting this biosynthesis  process (Stobart et al. 1985) and by reducing the 

chlorophyll level in several species as Alternanthera sessilis (Chinmayee et al. 
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2013), Zea mays (Dresler, et al. 2014), Matricaria recutita (Kummerová, et al. 

2010). Pereira et al. (2016) observed not only a decrease in chlorophyll level to 

Schinus molle under 250 μM Cd, but also the decrease in photosynthetic rate as a 

consequence. Among the reported causes of chlorosis observed by the Cd effect 

are: Cd competition with iron absorption sites in the plasma membrane, affecting 

the stability of chlorophylls; the reduction of manganese transport by Cd; and a 

decrease in the replication of the chloroplast (Guimarães et al. 2008). Küpper et 

al. (2007) had demonstrated that Cd acts mainly on the photosystem II in Thlaspi 

caerulescens, which later was confirmed by Basa et al (2014) for Beta vulgaris 

L.. Myśliwa-Kurdziel et al. (2004) had argued that high concentrations of this 

element cause malformation of chloroplasts and the dilatation of the membrane 

of the thylakoid. 

 

Conclusion 

Under the experiment  conditions, A. tenella plants are tolerant to Cd 

until the concentration of 100 μM, but begins to suffer toxic effects caused by 

the element in the concentration of 150 μM. These effects are influenced by the 

competition between Cd and Zn absorption, increasing the Cd proportion in the 

plant as far as is applied in the medium.  

A. tenella modifies its root and leaf anatomy in order to 

compartmentalize Cd and Zn to survive to the stress by these elements. Cd 

induces the formation of hydrogen peroxide, increasing the ascorbate peroxidase 

activity as a way of combat the effects of this radical in plants.  

Therefore, the species has the potential to apply phytoremediation 

processes in areas where Cd occurs simultaneously to Zn, although, more studies 

about the viability of this application need. 
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