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RESUMO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo de aralbs efeitos de
contaminacéo de doses crescentes de caddmio (002%; @,10; 0,5 e 1,00 mg.L
) e chumbo (0,00; 0,25; 1,00; 5,00 e 10,001} ho teor e na translocacdo de
nutrientes e de matéria seca em plantaBrehiaria brizantha empregando
métodos quimiométricos, por meio da andlise em oomptes principais
(PCA). Para as plantas submetidas as maiores dosemetais pesados (1,00
mg.L' de Cd e 10,00 mgl de Pb), avaliaram-se também os efeitos
ultraestruturais, utilizando microscépio eletrébnide transmissdo (MET). As
plantas foram cultivadas em solugcdo nutritiva deadfand, em casa de
vegetacao, no Departamento de Ciéncia do Soloeegsadas no Departamento
de Quimica, ambos na Universidade Federal de Ld\falsA). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com muagpeticdes, sendo o
periodo experimental de 90 dias. Os maiores tedesCd e Pb foram
encontrados nas raizes, devido a formacdo de crosplesoliveis. De modo
geral, as menores doses de Cd e Pb aumentararres tde N, P, K, S e Cu
(sinergismo). O tratamento controle apresentou @sones teores de Ca,
indicando que houve reducdo com a aplicacdo desdtmemetais. Os teores de
K tiveram aumento proporcional as doses de metddm®e Tanto Cd como Pb
induziram a reducdo nos indices de translocacda ParZn, Cu e Fe e ao
aumento para N, S, Ca, Mg e Mn. Mesmo apresentalto® teores radiculares,
Cd e Pb translocaram para a parte aérea. Os rpetdgos reduziram o peso de
matéria seca de raiz. Danos devido a contaminag@idce Pb foram mostrados
nas imagens ultraestruturais, como deformacdesared@ celular, depdsito de
material eletrodenso e a presenca de réafides fmsradNas folhas, verificaram-
se alteracdes nos cloroplastos e o processo delizagiio.

Palavras-chave: Cristais. PCA. Metais pesados. Teanslocacgéo.



GENERAL ABSTRACT

This study was conducted with the objective to eatd the
contamination effects of increasing doses of cadm(il.00, 0.025, 0.10, 0.5 and
1.00 mgL?") and lead (0.00, 0.25, 1.00, 5.00 and 10.00 ifgdn the content,
translocation of nutrients and dry matterBrachiaria brizanthaplants, using
chemometric methods, by principal components aisafB&CA). For the plants
exposed to higher doses of heavy metals (1.00"n@i and 10.00 mg:LPb),
ultrastructural effects were also evaluated, usagtransmission electron
microscope (TEM). The plants were grown in Hoaglantrient solution, in a
greenhouse at the Department of Soil Science apckpsed in the Chemistry
Department. The experimental design was completehgdomized, with four
replications, and the trial period was 90 days. Tighest levels of Cd and Pb
were found in the roots, due to the formation gbinble complexes. In general,
the smallest doses of Cd and Pb increased theslefeN, P, K, S and Cu
(synergism). The control treatment showed the lghevels of Ca, indicating
that there was a reduction, with the application dufses of the metals
(antagonism).The K content had increased propatiom the dose of heavy
metalThe K content had increased proportional éodibse of heavy metal. Both
Cd and Pb induced a reduction in the translocaates of P, Zn, Cu and Fe, and
an increase in N, S, Ca, Mg and Mn. Even showigf hoot contents, Cd and
Pb translocated to the aerial part.Heavy metale magduced the weight of dry
matter of root.Damage due to contamination of Cd &b, ultrastructural
images showed deformations in the cell wall, depafstlectron-dense materials
and the presence of raphides in the roots. Indheels, changes in chloroplasts
and in the vacuolization process were found. Raphidd the increase in the
number of vacuoles are part of the mechanisms &alnaetoxification.

Keywords: Contents. Crystals. Heavy metals. PCAnSlocation.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A contaminacdo por metais pesados € uma das maogesupacdes
nos dias atuais. Esta preocupacao existe pelaéatstudos comprovarem que
estes, quando em niveis acima dos permitidos, kapsablemas tanto ao meio
ambiente como para seres humanos, principalmeateatda cadeia alimentar.

Os metais pesados se caracterizam por apresertairansolubilidade
e densidade acima de 5 g:8nMetais como cadmio (Cd) e chumbo (Pb) podem
ser bioacumulados pelas plantas e causar efeiteides ou ainda algumas
plantas sdo capazes de apresentar tolerancia s rastais. Em humanos, a
contaminacdo por metais pesados causa diversas¢adpenomo cancer,
problemas renais, neurologicos e osteomalacia.

Plantas cultivadas em ambiente contaminado por isngiasados
apresentam distarbios nutricionais, como alterag#oteores e translocacéo de
nutrientes que influenciam o desenvolvimento dantpla Técnicas de
microscopia eletronica tém sido empregadas paraenradrs as alteracdes
causadas em nivel subcelular. Dentre os danos dizsjspodem ser citados
vacuolizacdo e dilatacdo dos envelopes nuclearétENG et al., 2012),
desintegracdo do citoplasma (GZYL; PRZYMUSINSKI; G¥EDZ, 2009),
perda das configuracbes celulares, rompimento dasedes celulares,
desaparecimento dos conteldos celulares (YU et2@ll) e mudancas
estruturais de cloroplastos, mitocondrias e nucl@dETORIA; CUNHA;
AZEVEDO, 2006).

A espécieBrachiaria brizantha pertencente a familia Poacea, ocupa

cerca de 50% das areas de pastagens no Brasihtenautilizada em cultivos
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consorciados e tem grande importancia econémicabéeatal, pelo fato de ser
utilizada em recuperacéo de areas degradadas.

A técnica de solucdo nutritiva é inerte e necesgtnas dos nutrientes
solubilizados e de oxigénio. Em se tratando depsagé a preferida para o
estudo da nutricdo mineral de plantas, por pernaitiestudo criterioso da
interferéncia de elementos ndo essenciais as planta

Assim, nesta dissertacdo, organizada em trés srtgoobjetivos foram:
avaliar a toxidez de cddmio e chumbo no teor, ar@stocacao de nutrientes e na
matéria seca dBrachiaria brizanthacultivada em solugdo nutritiva e avaliar

danos ultraestruturais causados por esses metdisagmaria brizantha.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Metais pesados

Metais pesados sédo definidos como um grupo de snetigg densidade
atémica é maior que 5 g/dre que estdo associados & poluicdo ambiental e a
toxicidade ao seres vivos (FERNANDES, 2006). Quasmgioontrados em uma
concentracao inferior a 0,1%, sdo denominados elErsdracos.

Normalmente, os metais pesados fazem parte da sigipmatural dos
solos e das rochas, ocorrendo em baixas conceesr&fido oferecendo riscos
aos animais e as plantas (NELLESSEN; FLETCHER, 19¥®&bora o aumento
na concentracdo dos metais pesados possa ser tadéddo a processos
naturais, estes costumam ser vagarosos, compaadtividades humanas que,
geralmente, sédo extremamente rapidas e acumuldfveM et al, 2006). As
atividades antropicas que contribuem com o aunté@ptioo da concentracéo de
metais pesados no meio ambiente estdo associadger@gdes de mineracéo,
ao tratamento de esgotos e as atividades indssériagricolas (GALLEGO et
al.,, 2012).

Presentes ou adicionados ao solo podem entrardeacalimentar ou
acumular no solo, no ar, nas aguas superficiaiasedguas subterraneas. Os
metais pesados mais perigosos sdo As, Hg, Cd, ZrRiCe Ni que, em excesso
no solo, podem reduzir a producdo das plantas guadar a qualidade dos
produtos alimentares (BOSE; BHATTACHARYYA, 2008; BATA-
PENDIAS, 2011). Estes elementos podem ser acunaladdecido vegetal e,
guando ingeridos por animais, causam doencas agudasdnicas, incluindo
diversos tipos de céncer (AGENCY FOR TOXIC SUBSTARNC AND
DISEASE REGISTRY, 2013)

Portanto, as propriedades comportamentais desse®mios em solos
sdo um problema atual em estudos ambientais (KABREAIDIAS, 2004).



12

Esclarecer a migragéo desses elementos nos sistegetsis e sua acumulagéo
em culturas € necessario para a producédo segaardmtos e, portanto, para a
saude humana (LI et.aR010).

2.1.1 Chumbo

O chumbo é encontrado no ambiente principalmenteoco ion PH.
Sua densidade é de 11,34 g.%(MALAVOLTA, 2006) e é, provavelmente, o
contaminante mais comum no meio ambiente. E umlrdeteor cinza-azulada,
encontrado em pequenas quantidades na crosta da (BRBENCY FOR
TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2013). Saureéento pode
ocorrer por fontes naturais e antrépicas (LEONZRISANI, 1987), sendo as
fontes antrdpicas as que contribuem com aumentaost&ciais nos niveis de
chumbo em é&reas de atividade de mineracéo e rdénminérios (UNITED
STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENGY, 2013).

A maior utilizagdo mundial de Pb é para bateriasvdp-acidas. Além
disso, ele é utilizado em soldas, ligas, cabosjyios quimicos, cosméticos e
tintas, entre outras finalidades (KABATA-PENDIAS)I2) e dispositivos para
proteger os raios X (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES BNDISEASE
REGISTRY, 2013)

A contamingdo em solos por este metal pode causex serie de
problemas ambientais, como toxidez da vegetac@s amimais e contaminacao
de aguas subterraneas (HUANG et 4997). O tempo de resisténcia no solo é
extremamente longo, devido a sua baixa solubilidgag@uca modificacdo por
atividade microbiana, o que tem permitido a suagrea na cadeia solo-planta-
animal (MALAVOLTA, 1980), constituindo um grande gimema ambiental
(ZHENGet al, 2011).
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A entrada via cadeia alimentar e a inalacdo do pdsao sdo as
principais fontes de contaminacdo de Pb (KABATA-EHAS, 2011). A
toxicidade de Pb tem sido associada com o dano lgiensa processos
bioguimicos em mamiferos. Nos seres humanos, esgociado ao
desenvolvimento de problemas no sistema nervos®BZ ket al, 2007).

2.1.2 Cadmio

O cadmio encontra-se, geralmente, como um minembmado com
outros elementos, tais como oxigénio (6xido de ¢dygnctloro (cloreto de
cadmio) ou enxofre (sulfato de cadmio, sulfuretacdémio). Todos os solos e
rochas, incluindo carvéo e fertilizantes mineramtém alguma quantidade de
cadmio (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REEFRY,
2013).

Niveis naturais de Cd na atmosfera, em solos dgsio® nas aguas
subterraneas, geralmente, sao baixos. No entamt@s $ocalizadas proximo as
industrias de fundicBes de metais, minas, compisstoko de lodo de esgoto e,
em alguns casos, fertilizantes fosfatados (SOARES.,e2005) ou indUstrias
gue utlizam Cd, podem resultar em niveis mais dlevale Cd. Esses niveis
também podem atingir as culturas através de aguaobtm contaminados
(WESTFALL et al., 2005).

A grande preocupac¢do em torno deste metal justficpelo fato de o
cadmio ser altamente toxico, mesmo em baixas ctmagéies (GALLEGO et
al, 2012). Trata-se de uma substancia cancerigena afpta o sistema
cardiovascular, bem como o gastrintestinal, o régito, o renal e as vias
respiratérias (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEE
REGISTRY, 2013). Nas plantas contaminadas por cadpmidem ocorrer
inibicdo da germinacéo, alongamento da raiz e muWaANG et al., 2008). De



14

acordo com Costa et.a2007), em estudo de fracionamento de solos, o Cd
apresentou grande mobilidade, podendo represensdor misco ambiental,
principalmente em solos com pouca matéria orgab@aps teores de oxidos de
ferro e com baixa capacidade de troca catidnica.

2.2 Toxicidade por metais pesados em plantas

O processo de absor¢cdo dos nutrientes do solo mpéidedas nédo
discrimina quais elementos especificos devem ssorabos, pelo fato de a
absorcdo da agua e de sais através das raizem g@ocesso essencialmente
fisico, dependente das condi¢cBes termodinamicagda e da solucdo de ions
que constitui o solo (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 200#ssim, as plantas
podem absorver elementos que ndo sdo essenciaisesmo, téxicos, quando
estas se desenvolvem em ambiente contaminado (KABRENDIAS, 2004).

A absorcdo de elementos toxicos pode também séicadp pelo fato
de que os elementos podem apresentar estrutuiaas@emelhantes, como no
caso do zinco, benéfico e cadmio, toxico (GREENBBHTT, 2008).

Em pesquisas realizadas por diversos autores tomstea que a
absor¢cdo de metais pesados pelas plantas podeestavatavel para o
desenvolvimento de algumas culturas (SIQUEIRA; POUMOREIRA, 1999:
BERTON et al., 2006). Em estudos com milho cultivaan solo contaminado
por cadmio e zinco foram relatados sintomas visudgs toxidez de Cd
apresentando clorose, encarquilhamento e enrolantenfolhas. Para Zn, os
sintomas téxicos mais comuns foram clorose inteailer marginal, associada a
necrose no apice e nas margens das folhas (CUNHIA 2008).

Em estudos conkucalyptus muculat@ E. urophyllaforam relatados

sintomas de fitotoxicidade de cadmio, murchamen® fdlhas, clorose
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interneval, morte das gemas apicais e reducdo dsciomrento das folhas
(SOARES et a) 2005).

Em muitos trabalhos foram demonstradas desorddrnisionais, como
efeito da presenca de metais pesados. Nesse ayriese ser citado o trabalho
de Cannata et #2013). Em estudos com feijoeiro, a adicdo de clouetn
solucdo nutritiva reduziu o acumulo de todos osrigntes em todos o0s
compartimentos. Ja Bertoli et. 2011) verificaram que doses de Pb em
tomateiro reduziram os teores de potéssio na péarts, de enxofre nas raizes e
de zinco nos frutos

No entanto, algumas plantas apresentam mecanismdsletancia a
metais pesados. Baseado nisso, diversos pesquisatfon direcionado seus
trabalhos a uma técnica conhecida como fitorremédiapor representar uma
forma de tratamento de areas contaminadas por gnegabdos, no intuito de
minimizar os impactos causados pela disperséo slessetais no solo
(CUNNINGHAM; OW, 1996).

2.3 Cristais de oxalato em plantas

Cristais de oxalato de célcio ocorrem em diferefdesas em todo o
reino vegetal. Eles sdo classificados em variassfipendo rafides e drusas os
mais conhecidos. Rafides séo feixes de agulhaepresentam o mais comum
tipo de cristal em monocotileddneas. Por outro,lallosas sdo agregados mais
ou menos esféricos de cristais que ocorrem em apaigamas familias de
monocotiledéneas (PRYCHID; JABAILY; RUDALL, 2008).

Cristais de oxalato foram observados na maiorgatdados de plantas
e de 6rgdos, como um depdsito intracelular. Csistafracelulares ocorrem
frequentemente dentro dos vacuolos de células iatipadas para a formacéo
de cristais, chamadas cristal idioblastos (FRANCHISCNAKATA, 2005).
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Idioblastos sdo células especializadas que naersoffivisbes e sdo muito
grandes, quando comparadas as células vizinhasri€dgis sdo considerados
substancias ergastricas, ou seja, substancias dasmeomo produto final de
algum metabolismo da célula (CASTRO; PEREIRA; PA\2R09).

Os principais componentes desses cristais sdoesmplas os cristais
resultantes podem ser complexos na sua morfol@iatais em plantas séo
formados a partir de acido oxalico sintetizado gedamente e combinado com
0 calcio do ambiente. O acido oxalico,30,) € 0 mais simples dos acidos
dicarboxilicos e o composto organico mais altamentelado formado em
plantas (FRANCESCHI; NAKATA, 2005).

O calcio é abundante no ambiente natural no quadiaria das plantas
cresce, e desempenha um papel importante para scimento e 0
desenvolvimento (CUADRA; HERMANN, 2013).

A funcéo dos cristais pode ser variavel, dependelzdquantidade, do
tamanho, da forma e da posi¢cdo na planta (MAZBNANG; FRANCESCH]|
2004).

Existem diferentes explicacées para a acumulacawisiais de calcio
oxalato. A primeira, e amplamente aceita, estaci@iada a concentracao
intracelular no equilibrio do calcio. Um excessaeifere no metabolismo
celular. Um meio viavel para reduzir a sua coneg@in € quelar o célcio sob a
forma de um oxalato, particularmente nas espéadiesdgvido as condicdes
ambientais, apresentam altas taxas de transpif@dAKATA, 2003). Outra
hipétese considera que os cristais sao envolvidatefesa contra herbivoros. O
sequestro de ions metdlicos potencialmente toxX@ssociados a toleréncia a
metais pesados), o equilibrio de ions e o supedigual sdo outras funcdes
atribuidas para a formacdo de oxalato de Ccal@AZEN; ZHANG;
FRANCESCHI, 2004; FRANCESCHI; NAKATA, 2005; PYLRQ &l., 2013).
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2.4 A espécidBrachiaria brizantha

A espécie Brachiaria brizantha familia Poaceae, conhecida
popularmente como braquiardo, é uma das graminaiascuitivadas no Brasil,
ocupando cerca de 50% das areas de pastagensrifiem africana, sendo uma
importante forrageira tropical em diversas regiflasAsia, da Austrélia e da
Ameérica do Sul. No Brasil, foi muito difundida, dév a sua boa adaptacéo as
condi¢Bes climaticas, & alta produtividade, com id@nsobre invasoras e a
rusticidade (SILVA; FERRARI, 2012).

A utilizacéo de espécies @zachiaria, conhecida por ser uma excelente
forrageira, tem sido feita para a renovacdo deapass, principalmente nos
sistemas de integracao de cultura agropecuariart@ pérea da planta protege o
solo, evitando perdas por erosdo e reduzindo apetaturas diarias, o que
possibilita melhor desenvolvimento dos microrgamism(FREITAS et aj
2005). De acordo com Barducci et @009), o sistema radicular dessas espécies
apresenta elevada tolerancia a deficiéncia hidriedosor¢cdo de nutrientes em
camadas mais profundas do solo, desenvolvendo-semaizoes ambientais em
que a maioria das culturas nédo se desenvolveria.

Além da utilizacdo em pastagens, espécies deser@éambém tém
sido estudadas em aéreas degradadas. De acordainandi Neto et al(2008),

a semeadura d®. brizanthaem solo corrigido de &rea de mineracdo de carvao
melhorou as propriedades fisicas do solo. Beld.€R@11) observaram qug.
Brizanthg quando cultivada em solo contaminado por herbiciday sofreu
reducdo nos teores de matéria sBcdarizanthatambém se mostrou eficiente na
descontaminacédo de solos contaminados por pet(®ME®RKL; SCHULTZE-
KRAFT; INFANTE, 2005). Tais informacdes mostramt&m a importancia de

se realizar estudos dessa graminea em ambienntnatio por cadmio e/ou
chumbo, tendo em vista que poucas pesquisas, agatizpara analisar as
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alteracdes causadas por contaminantes nos nugriemtas ultraestruturas desta

espécie, foram realizadas.

2.5 Solucgéo nutritiva

O cultivo em solucdo nutritiva ndo é o principalionde cultivo de
plantas, servindo simplesmente como uma técniceeina fim de levar a
solucdo nutritiva até as raizes. Em se tratandpedguisa, essa técnica € a
preferida para o estudo da nutricdo mineral detgda(EPSTEIN; BLOOM,
2006).

A utilizacdo de solucdo nutritiva é uma das car&iteas mais
importantes no cultivo de plantas em hidroponiaseja, cultivo sem solo. Ela
deve ser formulada de acordo com o requerimentesgécie que se deseja
produzir, contendo propor¢Bes adequadas de todositdgntes essenciais ao
desenvolvimento das plantas (PAULUS et 2008). Além dos nutrientes, uma
solucdo nutritiva deve conter oxigénio e precidaresa temperatura adequada
para a absor¢cdo dos nutrientes (FERNANDES, 2006).

Assim, no contexto atual, em que hd uma grandecppagdo com a
gualidade de vegetais para 0 consumo humano, o de contaminagéo
ambiental, o cultivo em solucao nutritiva é umaniég alternativa e segura para
produtos com finalidade alimenticia ou medicina&lopfato de a planta receber

apenas os elementos essenciais a sua sobrevivéncia.

2.6 Microscopia eletronica

O microscépio eletrdnico de varredura (MEV) é uns éguipamentos
mais versateis da atualidade, no que diz respe#nadise microestrutural de

materiais soélidos. Ele permite imagens com apaaéniridimensional,
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caracteristica de facil interpretacdo, de grandiglade para avaliar a estrutura
superficial de uma dada amostra (BUSSOLA; RUSSER9)

A MEV tem sido utlizada para observar modificacias
funcionamento da folha, ou morfologia. Isso ajudansender a resposta das
plantas em ambientes contaminados. O estudo desagdes nas folhas é
especialmente interessante porque pode mostrar splara apresenta
caracteristicas de tolerancia ou toxidez por meioatleracdes histoldgicas
(SOUZA et al., 2009).

Um MEV dotado de um sistema de detecgéo de raiésuk dos mais
importantes instrumentos para a analise de elementimicos localizados em
materiais organicos e inorganicos (BUSSOLA; RUSSEI99). Esta técnica é
particularmente (til para o estudo da circulacaonééais em plantas, uma vez
que é sensivel a todas as formas do elemento emoe@ONDADA et al,
2007).

Outra técnica, a microscopia eletrdnica de transini$MET), composta
por uma fonte geradora de elétrons que caminhauporsistema de lentes
eletromagnéticas dispostas em coluna, permiteumhzacdo de organelas. No
caso de plantas tolerantes ou ndo a metais pespddem-se visualizar os
efeitos nas ultraestruturas celulares (TIMM, 2005).

A utilizacdo das técnicas de microscopia eletrdnicade grande
relevancia nos estudos envolvendo amostras bialgioma vez que elas
consideram a distribuicdo dos metais pesados nhsasé sua ligacdo e
complexacdo (VOLLAND et g12011).

2.7 Utilizacdo de métodos quimiométricos

A obtencéo de dados, pricipalmente de quimicata@lproduz grande
gquantidade de informacdes, muitas vezes variadamplexas. Diante de tantas
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informac®es, tornou-se necessario o uso técnicasmatianentos de dados mais
complexas de modo criterioso e cientifico, comooah@s quimiomeétricos, que
visam extrair o maior nimero de informacdes possive

Assim, a quimiometria pode ser definida como unszigiina quimica
gue utiliza métodos matematicos, estatisticos eo®upara resolver os
problemas que séo de interesse e de origem quisecao empregada para
fornecer o0 maximo de informag¢fes importantes paorda anélise de dados
quimicos (FERREIRA et al., 1999). A quimiometriggotou-se a partir do
desenvolvimento de estratégias e de algoritmos gtaojpnais avancados para
trabalhar com um imenso niumero de dados em quiamaktica (MUTIHAC;
MUTIHAC, 2008), entre os quais se destacam a anglisr agrupamento
hierarquico (HCA) e a analise de componentes praigi (PCA) (CORREIA;
FERREIRA, 2007).

O modo mais comum para comprimir um conjunto deoslal utilizar
PCA, que visa reduzir a dimensionalidade do conjdletdados original (SENA
et al, 2000), preservando a maior quantidade de infoonmdssivel. Essa
reducdo é obtida por meio do estabelecimento dasheariaveis ortogonais
entre si, as compontes principais (OLIVERI; DOWNER9,12).

A PCA tem varias aplicacdes e abrange diversas a@éraonhecimento,
principalmente a quimica analitica. A HCA buscaupgr as amostras em
classes, a partir da similaridade dos componergesnth mesma classe e nas
diferencas entre membros de classes diferentesoniiea-se dendograma a
representacédo grafica obtida por HCA. Tanto PCAa6t@A sao classificados
como métodos nao supervisionados, pelo fato deseéioonsiderada nenhuma
informacdo em relacdo a identidade das amostralRREDA; FERREIRA,

2007). Estas técnicas tém grande aceitacdo naauggdlimica de dados.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento d®rachiraria brizanthacom Cd e Pb induziu aumentos
nos teores de N, P, K, S, Cu, Fe, Mn e Zn sob awraes doses dos metais
(0,025 mg.[* de Cd e 0,25 mg:t de Pb), o que indica que Cd e Pb, nas
menores doses, estimularam uma maior absorcéo tdmsalos elementos
essenciais. Ja com relacdo a translocacdo, a maios nutrientes sofreu
reducdo com a aplicacdo das doses dos metaispeRae¢ Mg. Dessa forma,
pode-se deduzir que os metais pesados, emborantegumaentado a absorcao
de nutrientes, restringiram sua movimentacdo pafgarée aérea.Os metais
reduziram o peso de matéria seca das raizes, elmssivte pelo fato de elas
estarem diretamente em contato com 0s contaminadtesimagens das
ultraestruturas deBrachiaria brizantha mostraram invaginacdes na parede
celular, cristais de oxalato e vacuolizacdo. Ostaid de oxalato estdo

relacionados aos mecanismo de tolerancia da pastafeitos de Cd e Pb.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar a influéncia de Cd nortewm translocacdo de
nutrientes e no crescimento eBrachiaria brizantha foi montado um
experimento em solucdo nutritiva nas condicfes alsa ade vegetacdo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidadeergedde Lavras.
Utilizaram-se as doses de 0; 0,025; 0,50 e 1,00 Tnde Cd. O experimento foi
realizado no delineamento inteiramente casualizd®C) com quatro
repeticbes. Os dados foram tratados por quimioaygior meio de andlise em
componentes principais (PCA). Os resultados mastranizes com altos teores
de nutrientes e de Cd e partes aéreas com altes tde Mg. Os teores de Ca
foram maiores no tratamento-controle. As menoreseslade Cd induziram
aumento nos teores de Cu, Mn, Zn, Fe, N, P, K@sSeores de K e Cd foram
crescentes com a aplicacdo de doses de Cd. O iddiceanslocacdo foi
reduzido para Cu, Mn, Zn, Fe e N, embora seusgderdam sido crescentes, 0
que indica que o metal aumentou sua absorcédo, estaigngiu a movimentacao
para partes aéreas. Ja para Ca, Mg e Cd, houvenmuneetranslocacao, o que
esta relacionado com a competicdo dos cations. Bseqou variacdes
irregulares nos indices de translocacdo. As doee€d causam reducdo na
matéria seca da raiz e crescimento na matériadseparte aérea, fato atribuido
a maior concentragdo do metal na raiz.

Palavras-chave: metal pesado, nutrientes, PCA.
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Abstract

In order to assess the influence of Cd on the oonteanslocation of nutrients
and growth ofBrachiaria brizantha an experiment was set up in nutrient
solution under the conditions of the greenhousehim Department of Soil
Science, at Universidade Federal de Lavras . Tkesd0, 0.025, 0.50 and 1.00
mg.L* Cd were used. The experiment was conducted in kebeiyp randomized
design (CRD) with four replications. Data were mssed by chemometrics by
principal component analysis (PCA).The results sftbwoots with high
amounts of nutrients and Cd, and aerial parts tiigh levels of Mg. Ca levels
were higher in the control treatment. Smaller dafeSd induced an increase in
the levels of Cu, Mn, Zn, Fe, N, P, K and S. Theele of K and Cd increased
with the application of Cd doses. The translocatiatie decreased for Cu, Mn,
Zn, Fe and N, and increased for Ca, Mg and Cdo®eth irregular variations in
translocation rates.The concentration of Cd caeseation in root dry matter
and growth of the dry matter of the shoot, whictswa#tributed to higher metal
concentration in the root..

Keywords: Heavy metals; Nutrients, PCA.
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1. Introducéo

O cadmio estad naturalmente presente na crostastterreem niveis
baixos. Niveis elevados de Cd resultam de ativislaéeindistrias, fundicbes de
metais, mineracdo, composto de lodo de esgoto @lgms casos, fertilizantes
fosfatados (Soarest al, 2005). O cadmio pode atingir as plantas atral&s
agua ou de solo contaminados e pela deposi¢do fénoas causada por
atividade vulcénica ou proximidade a areas de rag@r (Westfalét al, 2005).

De acordo com a Agéncia de Substancias TéxicagstRede Doencgas
(ATSDR, 2013), agéncia de saude publica dos EU#&gdmio € uma substancia
cancerigena que afeta os sistemas cardiovascalstringestinal, neuroldgico,
renal e as vias respiratdrias. Dentre outras matéstiusadas por este metal,
uma muito conhecida é a doenca do itai-itai, devadoconsumo de arroz
contaminado por Cd, que causa osteomalacia, coeraseeformidade 6ssea e
fortes dores renais. A contaminagdo do arroz sepedalirrigacdo com agua
proveniente de industrias, ocorrida no Japéo, agana do rio Jintsu.

O Cd apresenta grande mobilidade, podendo apresemwmr risco
ambiental, principalmente em solos com pouca naatinganica, baixos teores
de oOxidos de ferro e baixa capacidade de trocérscesi (Costat al, 2007).

Elementos téxicos, como cadmio, podem ser abs@viadas plantas,
guando estas se desenvolvem em ambiente contamifkeatmata-Pendias,
2004). Isso ocorre pelo fato de a absorcdo deembés ser um processo
meramente fisico, dependente das condicdes terAmdias da agua e da
solucéo de ions que constitui 0 solo (Castral, 2009).

Nas plantas contaminadas por cadmio podem oconibicdo da
germinagédo, alongamento da raiz e morte. Em estato&ucalyptus muculata
e E. urophylla ha relatos de sintomas de fitotoxicidade, comeochmmento de
folhas, clorose interneval, morte das gemas apéceesiucdo do crescimento das
folhas (Soarest al, 2005).
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Devido aos prejuizos ambientais causados pelo cadsiie trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar o efeito deedosrescentes de cadmio no
teor e na translocacdo do préprio elemento, no®gtee na translocacdo de
nutrientes essenciais e no crescimento de plargaBrachiaria brizantha

cultivadas em solucéo nutritiva.

2. Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado em casa de wed®tano
Departamento de Ciéncia do Solo e no LaboratérioAdélise Foliar, no
Departamento de Quimica da Universidade Federaladeas (UFLA), em
Lavras, MG.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, com cinco
tratamentos e quatro repeti¢fes, totalizando Viltteos experimentais, sendo o
periodo experimental de noventa dias. Determina@am@-massa seca e 0s teores
de Cd na parte aérea e nas raizes das plantas.disearle Cd e de
micronutrientes foi realizada por espectrofotdmedeabsorcado atdbmica Varian,
modelo SpectraallO. Os parametros utilizados ef&critos na Tabela 1. A
analise de macronutrientes foi feita utilizandasseespectrofotdmetro UV-Vis,
da Perkin Elmer, modelo lambda 25, para deternnharP, e um fotbmetro de
chama para determinar K. O nitrogénio foi analisaoiomicrodestilador Tecnal
TEO0363.
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Tabela 1 Parametros espectroscépicos utilizaddetesminacédo dos teores dos

elementos
Elemento Comprimento de onda Fenda (mm)
(nm)
Ca 422,7 0,5
Mg 285,2 0,5
Fe 248,3 0,2
Cu 324,7 0,2
Mn 279,5 0,2
Zn 213,9 0,2
Cd 228,8 0,5

2.1 Cultivo das mudas derachiaria brizantha

A producgdo de mudas foi realizada em bandejasog@isem substrato
organico, comercialmente chamado de Plantmax. Adamdoram irrigadas
diariamente e transplantadas para uma bandeja obmgds de Hoagland
(Hoagland; Arnon, 1950) quando atingiram cerca de cin de altura,
permanecendo nesta condicdo por quatro semangximaira semana, com
25% da concentracdo maxima da solucdo; na semagnintge com 50% da
concentracdo; na terceira, com 75% da concent@g¢éa quarta, com 100%.
Terminada a adaptacéo, o experimento foi montaddrascos individuais de
polietiieno com solugcdo de Hoagland a 100%, indaim adicdo do Cd. As
doses de Cd utilizadas neste experimento foram 6¢025; 0,10 e 0,50 e 1,00
mg L. A fonte contaminadora de cadmio foi Cd(@}3tH,0. A preparacéo das
amostras foi feita a partir de uma digestéo nitrdpéca na proporcao de 2:1
(v/v) de HNQ e HCIQ, e em seguida, os teores dos nutrientes foram
determinados conforme metodologia utilizada poraMaltaet al (1997).

Os resultados dos macro e micronutrientes forantados por
quimiometria por meio do software Chemoface (Nwetes, 2012). Ao final do
experimento, as raizes e a partes aérea foramaslagae secas em estufa, a
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temperatura entre 65 e 70 °C, até peso constameseeriormente, pesadas e

trituradas em moinho tipo Willey.

3. Resultados e Discussao

Foram analisadas 10 amostras oriundas das partd3. deizantha
contaminada com cadmio, sendo 5 amostras da pada & 5 das raizes. Os
valores médios referentes aos teores de nutrigraesdoses crescentes de
cadmio por absorcdo atbmica e foram organizadofommaa matricial, com
dimensdes 10 (amostras) x 11 (variaveis). As vaisareferem-se aos nutrientes
(N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Mn, Fe) e Cd. Os reslds foram avaliados com a
utilizacdo de métodos quimiométricos de reconhecimele padrées com
emprego do PCA. O pré-processamento utilizado fautoescalado. Neste
modelo, obtiveram-se os graficos biplot.

Por meio do gréfico da PCA observou-se que a &néiis componentes
principais permitiu a separacédo nitida das amodeasiz e parte aérea (Figura
1) e também permitiu verificar a influencia do nh@sado na translocacéo dos
nutrientes das raizes para partes aéreas (Figera dpenas um grafico.

3.1. Teores de nutrientes e Cd

A influéncia de Cd nos teores dos nutrientes rniagsa partes aéreas de
Brachiaria brizanthapode ser observada na Figura 1. Altos teores déohm
observados nas partes aéreas das plantas e isscegiad relacionado a sua
funcdo na composicao da clorofila, ou seja, asirpmaé magnesianas (Faquin,
2005). Os teores de Mg nao se diferenciaram muitoedacdo ao tratamento-
controle e as doses de Pb. Pode-se atribuir ostéicre nas maiores doses de Pb

a competicdo com os cétions do metal pesadg*eMgd™).
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Figura 1 Teor de nutrientes e de Cd (R - raiz epkrte aérea; doses de Cd: 0O-
0,00; 1-0,025; 2-0,10; 3-0,50; 4-1,00 myL

Os teores de célcio foram maiores no tratamenttr@lendo que nas
amostras que receberam doses de Cd. Estes resultsido de acordo com o0s
estudos com mostarda indiana, em que Jatngl (2004) verificaram que o
aumento das doses de Cd reduziu a absor¢do dea@aWRng (1987), uma
forte interag&o entre Ca e constituintes da pacetidar pode ser importante no
fornecimento suficiente de Ca para a membrana plésmpara manter a sua
integridade. Um aumento da concentracdo de Castodsse seria um possivel
mecanismo para a reducdo dos efeitos téxicos deUBth diminuicdo da
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concentracdo de Ca sob toxicidade Cd pode ser ntons de um sistema de
defesa intercelular interferindo nesse mecanismo.

Os altos teores radiculares de N, P e S nas medoses de Cd (0,025
mg.L* e 0,10 mg.[}) podem ser explicados pela competitividade domrmsit
gque conseguem que conseguem ter maior absorcaosquetais, nas menores
concentracBes. Guimaraes et al. (2008) explicamagoeesenca de Cd afeta a
absorcdo e o transporte de macronutrientes e unmdtgos esta relacionado
com a alteracdo na permeabilidade da membrana ffiasm

Quanto aos teores de N, observou-se que houve omanéo na menor
dose de Cd (0,025mg’). e uma reducéo & medida que aumentaram as doses do
metal pesado. Os mecanismos envolvidos no aumemttwldrancia ao Cd,
depois de abaixar a translocacdo de N como nigatobrotos vegetais, sdo
desconhecidos (Galleget al, 2012). Outra possibilidade envolve um
mecanismo mais geral de resposta ao estresseipngldoc a um aumento da
producao de dxido nitrico (Quiao e Fan, 2008).

Para o S, foram encontrados resultados semelhaatds O aumento
para o teor de S pode estar intimamente ligadoaomecanismos de formacgao
de complexo fitoquelatina-Cd, responsavel pelo esimo vacuolar do metal
(Cobbett e Goldsbrough, 2002). Neste mecanismiitoggielatinas atuam como
transportadores do elemento contaminador, carregarmhra compartimentos
celulares, impedindo que o metal cause danos atwsts importantes das
células, a exemplo das enzimas (Guimaeiied, 2008).

Os teores de fésforo também aumentaram com a gitiode doses de
Cd, sendo este aumento mais significativo nas neendoses do metal. Esses
resultados concordam com os relatados por Bamg (2004) que observaram,
em mostarda indiana, aumento no teor radicularddforfo com aplicagBes de

cadmio. Os autores sugerem um possivel efeito giawérpara explicar o
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aumento. O sinergismos estara no estimulo do Crkéiptacdo de fosfatos
radiculares, com solubilidade lenta e gradual emgdo do pH rizosférico.

Teores de K foram superiores ao do tratamento @entle maneira que
se pode deduzir que o cadmio aumentou a absorcas. dstes resultados
concordam com os relatados por Jiahgl (2004), em estudos de nutricdo com
mostarda indiana, no qual o aumento de doses dmu@éntou o teor de K. Os
autores sugerem que a membrana plasmatica descélleiz foi danificada a
partir da exposi¢cdo ao Cd. Assim, a permeabilidtadenembrana alterada teria
facilitado a absorcao de K pelas raizes.

Os teores de Cu foram maiores na presenca das esedoses de Cd.
Resultado semelhante foi encontrado por Bedbll (2012), em estudo com
tomateiro na presenca de Cd. Em estudos realizamtdd/anget al (2007), com
cultivares de milho na presenca de cadmio, algupiastas apresentaram
aumento no teor de cobre enquanto outras tiveralu¢cd®. De acordo com
Kabata-Pendias e Pendias (2001), a presenca deocpdwoca interacdo com
absorcdo de Cu, podendo, em alguns vegetais, teefeito sinérgico e, em
outros, antagoénico.

Comportamento semelhante ao do Cu ocorreu conocestde Mn e Fe
(apresentaram teores mais significantes nas merdosss do metal). Em
estudos conB. Decumbenso aumento de doses de Cd ndo teve nenhuma
influéncia sobre as concentracdes de nutrientgsuria aérea e no tecido da raiz,
com excecao de Mn, que foi reduzido com o aumeasoddses (Kopittket al
2010). Em pesquisas com tomateiro contaminado cdnlL@pez-Millanet al
(2009) observaram aumento de Cu e diminuicdo pseiy& de Mn.

Para o zinco, nas menores doses de Cd, a absaicAmibr que nas
maiores doses do metal. Segundo Faquin (2005)eexisa competicdo entre
Zn e Cd na absor¢éo da planta, quando a concemtdacgrimeiro é menor do

que a de Cd. Efeitos competitivos entre elementdacoinante e nutriente em
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solucdo nutritiva podem conter complexidades derpmetacdo dificil das
respostas das plantas as interag6es Cd-Zn (Caaalil997).

Paiva et al (2004) ressaltaram que a resposta de diversaciesp
submetidas a ambientes contaminados por Cd é rauitovel, sendo necessario
testar o comportamento individual de cada espéuidage da contaminacéo.
Lopez-Millan et al (2009) explicam que diferencas entre as espéudsm
surgir de diferentes homeostases de micronutriemesnecanismos de
desintoxicacdo de Cd

Em relacdo ao Cd, observa-se que seus teores foadones nas raizes,
0 que indica que a maior quantidade do metal fammcentrada na raiz. O baixo
transporte para a parte aérea pode ser considergdssivel mecanismo pelo
gual o sistema radicular contribui para uma toleicha metais pesados (Arduini
et al 1996). Esse fato pode ser uma caracteristiceessante, do ponto de vista
zootécnico: quanto menor a translocacdo do Cdpaate aérea menor sera a
ingestdo do elemento pelos animais. Os resultamusocdam com os de Santos
et al (2006), que verificaram concentracdes de metsspartes aéreas &e
decumbensonsideravelmente inferiores as observadas ressrai

3.2. Translocacéo de nutrientes e Cd

Na Figura 2 observa-se o grafico biplot para astomacdo de nutrientes
e de Cd. Os resultados para N e Cu mostram qudiaeide translocacéo destes
elementos foi crescente apenas na menor dose du matecrescente com
incremento das doses de Cd. Pahlsson (1989) cidgpossivel fixacdo de N nas
raizes por inibicdo da enzima nitrogenase-redytaeke Cd. Quanto ao Cu, 0s
resultados estdo de acordo com os de Obata e Uastha(l997), que
verificaram que a presenca de Cd restringiu a lveagdo de Cu para a parte

aérea.



40

05+

PC2 (21.38%)

05}

T

1 05 0 05 1
PCT (B7.73%)

Figura 2 Translocacdo de nutrientes e de Cd (anstocacao da raiz para parte
aérea; doses de Cd: 0-0,00; 1-0,025; 2-0,10; 3-@:3000 mgl'_l)

Para o P, S e K, no tratamento controle e na déseglL* de Cd houve
0s maiores valores da translocacéo e, nas demaisrwacdes, houve reducéo,
mostrando, entdo, que houve efeito sinérgico enmadg doses e antagbnico em
outras. Bertoliet al. (2012) verificaram aumento na translocacdo dead p
parte aérea do tomateiro. A translocacdo de S gadestimulada ou inibida na
presenca de metais pesados, como Cd e Ni, mostrandgportamento
diferenciado entre as espécies (Yan@l, 1996a,b). Cannata et al. (2013), em
plantas de feijdo, na presenca de doses crescdmtehumbo, observaram a

reducao dos indices de translocacéo do K.
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O cadmio estimulou a translocacdo de Ca, visto sgies indices
aumentaram em funcdo das doses de Cd. Ja ¥may (1996a) verificaram
reducdo na translocacao deste nutriente em divesgEsies vegetais. Choi et
al. (2001) explicam que o aumento de Ca nas paésas pode estar
relacionado com mecanismo de tolerancia, uma vezagiormacao de cristais
de célcio diminuira os efeitos toxicos do metabpas partes aéreas.

Os indices de translocag¢do para Mg aumentaramasodoses de Cd.
Estes resultados concordam com os relatados porateet al (2013) que, em
frutos de plantas de feijoeiro, constataram um amiondéinear do indice de
translocacéo.

As doses de Cd reduziram a translocacdo de CulMAre Fe. Outros
estudos também mostraram reducdo na transloca¢caindem diferentes
espécies vegetais (Yangf, al, 1996a,b). Com relac¢édo a translocacgéo de Fe, os
resultados concordam com os relatados nos estud&aigdaet al (2002) que,
em plantas de cedro e ipé-roxo contaminadas conolid#rvaram a reducéo do
indice de translocacédo de Fe. Faquin (2005), explie ocorre uma competicao
entre o zinco e o cadmio, quanto a absorcao pklatp

Com relacdo ao indice de translocacdo para o Gayretu-se que ele
aumentou conforme as doses aplicadas, indicandm quetal se movimentou
para as partes aéreas.

Segundo Galleget al (2012), as plantas utilizam varias estratégiaa pa
neutralizar o efeito inibidor do Cd. Pensa-se qua&ministracdo de nutrientes
competitivos com o Cd é uma possivel maneira deraup sua toxicidade.

3.3. Producao de matéria seceBdachiaria brizantha
Houve reducdo da matéria secaRtachiaria nas raizes das plantas,
conforme Tabela 2, sendo este efeito mais visiasldoses 0,025 e 0,10 m'(j.L

do que nas doses maiores. Para Guo e Marschneb)(189inibicdo do
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alongamento da raiz de diferentes espécies deaplalto parametro mais
sensivel de toxicidade do Cd. Esses resultadosoodsmm com pesquisas
realizadas com plantas de salvinia e de aguap&lpa@ira et al. (2001), cujas

raizes das plantas apresentaram maior reducdxalaéacrescimento. Para os
autores, a reducao ocorre pelo fato de as raim®esem contato direto com o

metal pesado.

Tabela 2 Média dos valores de matéria seca daaptantfuncéo da aplicacao de

Cd
Peso de matéria seca
(9)
Doses de Cd(mg.br MSR* MSPA*
Tratamento controle 1,3470 a** 4,8982 d**
0,025 0,6241 d 5,7670 a
0,10 0,6241d 5,0595 b
0,50 0,7163 c 5,0094 ¢
1,00 0,7478 b 4,2822 e

*Matéria seca de raizes e partes aéreas, respaetina
**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem esifrpelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

De acordo com Cobbett e Goldsbrough (2002), a tdgae das plantas
em se manter expostas por tempo prolongado a Gzhdepla capacidade das
raizes de sintetizar fitoquelatinas, as quais t@&n &lentificadas em diversas
espécies de plantas, sendo o indutor mais foreedmulo de metais pesados.

Na parte aérea, houve acréscimo nos pesos, qualidadas doses de
Cd. A Unica que ndo apresentou esse comportan@rdaibse 1,00 mgl, sob
a qual o crescimento da planta foi inferior aoatm@¢nto controle. Em geral, a
reducdo do crescimento de plantas deve-se a efipoaiqiiveis toxicos, que

resulta na reducdo generalizada nas taxas met@holRara Nascimento e
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Pereira (1997), no caso de estresse, a parte@érazis afetada, possivelmente

por induzir limitagBes na translocacéo de nutriente

4. Concluséo

A partir dos resultados foi possivel concluir quednas menores doses
aumentou os teores de N, P, S, Cu, Mn, Zn e Fae$ale K e Cd aumentaram
conforma a dose do metal. O Cd concentrou-se riassratendo as doses
crescentes deste metal reduzido o indice de tatdo para N, Cu, Fe, Mn e
Zn. Em contrapartida, o indice de translocacédo atonepara Mg, Ca, e Cd. J&
para os nutrientes S, P e K, o indice de transfmcatpstrou-se irregular com as
doses do metal. Os pesos de matéria seca tiverdoca® nas raizes e
acréscimos nas partes aéreas. Portanto, as dosed d&o influenciaram de

forma diferenciada o crescimento das partes dasgsla

Agradecimentos
A CAPES, ao Departamento de Ciéncia do Solo e gmifamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (MG).

5. Referéncias

ATSDR. Toxic substances portaDisponivel em: http://www.atsdr.cdc.gov/
.acesso em 16 de setembro de 2013.

Arduini, I.; Godbold, D. L. e Onnis, A. (1996) - @aium and copper uptake
and distribution in Mediterranean tree seedlifjsysiologia Plantarumv. 97,
p.111-117.

Bertoli, A. C.; Cannata, M. G.; Carvalho, R. e BastA. R. R.; Freitas, M. P.;
Augusto, A. D. (2012) Lycopersicon esculentusubmitted to Cd-stressful
conditions in nutrition solution: Nutrient contentend translocation.

Ecotoxicology and Environmental Safety86, p. 176-181.



44

Cannata, M. G.; Carvalho, R.; Bertoli, A. C.; BastA. R. B.; Carvalho, J. G.;
Freitas, M. P. e Augusto, M. S. (2013) - Effects ledd on the content,
accumulation, and translocation of nutrients inrbpkant cultivated in nutritive
solution.Communications in Soil Science and Plant Analysid4, p. 939-951.
Castro, E. M.; Pereira, F. J. e Paiva, R. (2009jstologia vegetal: estrutura e
funcdo de 6rgéos vegetativdsavras: UFLA. 239 p.

Chaoui, A.; Ghorbal, M. H. e Elferjani, (1997) - Effects of cadmium-zinc
interactions on hydroponically grown beaf®héseolus vulgarisL).Plant
Science 126, p. 21-28.

Choi, Y. E.; Harada, E.; Wada, M.; Tsuboi, H.; MariY.; Kusano, T. e Sano,
H. (2001) - Detoxification of cadmium in tobaccapls: formation and active
excretion of crystals containing cadmium and caicithrough trichomes.
Planta v. 213, p. 45-50.

Cobbett, C. e Goldsbrough, P. (2002) Phytochelasind metallothioneins:
Roles in heavy metal detoxification and homeostasmual Review of Plant
Biology, v. 53, p. 159-182.

Costa, C. N.; Meurer, E. J.; Bissani, C. A. e TedesM. J. (2007)
Fracionamento sequencial de cadmio e chumbo ers.&incia Rural v. 37,
p. 1323-1328.

Faquin, V. (2005) -Nutricho mineral de plantasLavras: Centro de
Editoracdo/FAEPE. 182 p.

Gallego, S. M.; Pena, L. B.; Barcia, R. A.; Azpileta, C. E.; lannone, M. F.;
Rosales, E. P. e Benavides, M. P. (2012) - Unragetadmium toxicity and
tolerance in plants: Insight into regulatory medbars. Environmental and
Experimental Botanw. 83, p. 33-46.

Groppa, M. D.; Rosales, E. P.; lannone, M. F. eaBa&tes, M. P. (2008) - Nitric
oxide, polyamines and Cd-induced phytotoxicity ineat rootsPhytochemistry
v. 69, p. 2609-2615.



45

Guimardes, M. A.; Santana, T. A.; Silva, E. Z.; Zem |. L. e Loureiro, M. E.
(2009) - Toxicidade e tolerAncia ao cadmio em plsrRevista Tropica -
Ciéncias Agrérias e Biolégicas. 1, p. 58-69.

Guo, Y. e Marschner, H. (1995) Uptake, distributeord binding of cadmium
and nickel in different plant speciésurnal of Plant Nutritionv. 18, p. 2691-
2706.

Hoagland, D. R.; Arnon, D. R. (1950)The water culture methods for growing
plants whiout soi(Bulletin. 347 ed.). Berkeley: California Agricuit
Experiment Station. 39 p.

Jiang, X. J.; Luo, Y. M.; Liu, Q.; Liu, S. L. e ZbaQ. (2004) - G. Effects of
cadmium on nutrient uptake and translocation byaimd/ustard Environmental
Geochemistry and Health. 26, p. 319-324.

Kabata-Pendias, A. (2004) - Soil-plant transfer thce elements-an
environmental issuéseodermav. 122, p.143-149.

Kabata-Pendias, A. e Pendias, H. (198#ce elements in soils and plants
Boca Raton. 432 p.

Kabata-Pendias, A., e Pendias, H. (200Iyace elements in soils and plants
2001. 315 p.

Kopittke, P. M.; Blamey, F. P. C. e Menzies, N. {#010) - Toxicity of Cd to
signal grassRrachiaria decumbens$tapf.) and Rhodes grassSh{oris gayana
Kunth.).Plant and Soijlv.330, p. 515-523.

Lopez-Millan, A. F.; Sagardoy, R.; Solanas, M.; dlza A. e Abadia, J. (2009)
Cadmium toxicity in tomato L{ycopersicon esculentymplants grown in
hydroponics€Environmental and Experimental Botaw65, p. 376-385.
Malavolta, E. (1980) Elementos de Nutricdo Mineral de Plant&&o Paulo:
Ed. Agronémica Ceres. 251 p.

Malavolta, E.; Vitti, C. C. e Oliveira, S. A. (1997 Avaliacdo do estado
nutricional das plantasPiracicaba: ESALQ USP. 319 p.



46

Nascimento, C. W. A. e Pereira, |., B. M. (1997Absor¢do e distribuicdo de
cadmio e micronutrientes em cultivares de feijoexpostas a doses de cadmio.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira. 32, p. 1303-1308..

Nunes, C. A.; Freitas, M. P.; Pinheiro, A. C. etBasS. C.(2012) - Chemoface:
A novel free wuser friendly interface for chemonwdtri Journal
Brasilian.Chemical.Societyv. 23, p. 2003-2010.

Obata, H. e Umebayashi, M. (1987) - Effects of dadmon mineral nutrient
concentrations in plants differing in tolerance &mdmium.Journal of Plant
Nutrition, v.20, p. 97-105.

Oliveira, J. A. D.; Cambraia, J.; Cano, M. A. OJerddo, C. P. . Cadmium
absorption and accumulation and its effects onréiative growth of water
hyacinths and salvinicRevista Brasileira de Fisiologia Vegetal.13, p. 329-
341, 2001.

Pahlsson, A. M. B. (1989) - Toxicity of heavy-mstdlzn, Cu, Cd, Pb) to
vascular plants - a literature-revieWater Air and Soil Pollutionv. 47, p. 287-
319.

Paiva, H. N.; Carvalho, J. G. e Siqueira, J. O0R0 indice de translocac&o de
nutrientes em mudas de cedf@eflrela fissilisVell.) e de ipé-roxo Tabebuia
impetiginosa(Mart.) Standl.) submetidas a doses crescentesdirio, niquel e
chumbo Revista Arvorgv.26, p. 467-473.

Paiva, H. N.; Carvalho, J. G.; Siqueira, J. O.;a¥ta, J. R. P. e Fernandes, A.
R. (2004) - Nutrients absorption by seedlings of-ipxo (Tabebuia
impetiginosa(Mart.) Standl.) in nutrient solution contaminatbyg cadmium.
Revista Arvorgv. 28, p.189-197.

Quiao, W. e Fan, L. M. (2008) - Nitric oxide sigiiradj in plant responses to
abiotic stressedournal of Integrative Plant Biology. 50, p.1238-1246.



47

Santos, F. S.; Hernandez-Allica, J.; Becerril, J. Mnaral-Sobrinho, N., Mazur,
N.; e Garbisu, C. (2006) - Chelate-induced phyt@etion of metal polluted
soils withBrachiaria decumbens£hemospherev. 65, p. 43-50.

Soares, C. R. F. S.; Siqueira, J. O., Carvalh@, & Moreira, F. M. S. (2005) -
Fitotoxidez de cadmio parBucalyptus muculata E. europhilaem solucao
nutritiva. R. Arvore, v. 29, p. 175-183.

Wang, M.; Zou, J.; Duan, X.; Jiang, W. e Liu, D.00Z) - Cadmium
accumulation and its effects on metal uptake in zmaiZea mays
L.).Bioresource Technology.98, p. 82-88.

Wang, W. C. (1987) - Root elongation method foiidibx testing of organic and
inorganic pollutantsEnvironmental Toxicology and Chemistw6, p. 409-414.
Westfall, D. G.; Mortvedt, J. J.; Peterson, G. AGangloff, W. J. (2005)
Efficient and environmentally safe use of micromarts in agriculture.
Communication in Soil and Science Plant Analysis36, p. 169-182.

Yang, X.; Baligar, V. C.; Martens, D. C. e CLark, ®996) - Cadmium effects
on influx and transport of mineral nutrients in milapeciesJournal of Plant
Nutrition, v.19, p. 643-656a.

Yang, X.; Baligar, V. C.; Martens, D. C. e Clark, R (1996) - Plant tolerance
to nickel toxicity: 1l nickel effects on influx anidansport of mineral nutrients in
four plant specieslounal of Plant Nutritionv. 19, p. 256-279b.



48

ARTIGO 2

Brachiaria brizantha submetida a concentrag6es de pb: toleréncia e

biodisponibilidade dos elementos essenciais

Artigo submetido conforme normas da Revista Ciénaigrarias/Amazonian

Journal of Agricultural and Environmental Sciences

Terezinha Alves Tolentinty
Alexandre Carvalho Bertoli
Ruy Carvalhd

Ana Rosa Ribeiro Bastds

Maira dos Santos Pirés

! Departamento de Quimica

Universidade Federal de Lavras, Caixa Postal 30BP, 37200 000, Lavras — MG,
Brasil

2 Departamento de Ciéncia do Solo, Universidadefaéde Lavras, Lavras — MG,
Brasil

* Autor para correspondéncia

therezinha.quim@hotmail.com



49

Resumo:O chumbo é um dos contaminantes mais comuns noang@nte. O
presente trabalho foi realizado com o objetivo d&liar a toxidez deste metal
pesado no capim braquiaria, cultivado em soluc&dtina de Hoagland. As
plantas receberam doses crescentes de Pb, em adedin® inteiramente
casualizado (DIC). Avaliaram-se teores e indicegrdeslocacdo de macro e
micronutrientes, Pb e matéria seca. Observou-s@s|jteores radiculares de Ca
foram reduzidos. As menores doses de Pb induziraunwento de N, S, Mn,
Cu, Zn e Fe. Nas maiores doses do metal obtiveeamasores teores de K e Pb.
As doses de Pb aumentaram os indices de transtodacli, Ca, Mg, Se Pb e
reduziram para P, Cu, Zn e Fe. A matéria seca nedumm as doses de Pb.
Dessa forma, pressupde-se que as doses utilizadastdl pesado reduziram o
crescimento das plantas.

Palavras-chave metal pesado, macronutrientes, micronutrientes

Abstract: Lead is one of the most common contaminants inethéronment;
therefore, the objective of the present study wasvialuate the toxicity of this
heavy metal in brachiaria grass, grown in Hoaglamtient solution. The plants
received increasing doses of Pb, in completely samzed design (CRD). The
levels and rates of translocation of macro and enigtrients, Pb and dry matter
were evaluated. It was observed that root Ca levete lowered. Smaller doses
of Pb induced an increase in N, S, Mn, Cu, Zn aadAt the highest doses of
the metal, higher levels of K and Pb were obtair@.doses increased the
translocation rates of N, Ca, Mg, S and Pb, andaed them for P, Cu, Zn and
Fe. The dry matter decreased with doses of Pb Tthissassumed that the doses
used heavy metal reduced plant growth.

Keywords: heavy metal, macronutrients, micronutrients
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1 Introducéo

Comparativamente, poucos sao os estudos relaciercado a influéncia
da presenca de metais pesados sobre a toxicidadgradeineas, espécies
amplamente estudadas em ambientes contaminados.

Dentre os metais pesados mais comumente enconteadasmbientes
contaminados encontra-se o chumbo. De acordo camnfahe Dubey (2005), o
excesso de Pb causa vérios sintomas em plantas, reslucdo de crescimento,
clorose e escurecimento do sistema radicular. Ali&so, inibe a fotossintese e
altera a nutricdo mineral das plantas.

Desordens nutricionais, como efeito da presencahdenbo, foram
observadas por Cannata et al. (2013), em estudodaeiro, tendo a adi¢do
de chumbo em solu¢éo nutritiva reduzido o acumeldodos os nutrientes em
todos os compartimentos vegetais. Ja Bertoli €R@ll1) verificaram que doses
de Pb em tomateiro reduziram os teores de potassparte aérea, de enxofre
nas raizes e de zinco nos frutos.

A espécie Brachiaria brizantha pertencente a familia Poacea, é
encontrada em diversos continentes, comportandorae uma planta robusta e
de boa produtividade. E cultivada em todo o taidtbrasileiro e ocupa cerca de
50% das pastagens.

Dessa forma, o presente trabalho foi realizado @ombjetivo de
observar o comportamento de plantasBdachiaria brizanthana presenca de
doses crescentes de Pb, analisando a influéncie destal nos teores, na
translocacdo de macro e micronutrientes e no onestdo das plantas.

2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em casa de vegetacdo, epaffamento de
Ciéncia do Solo e no Laboratério de Analise Folian, Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras (UFLA) Lavras, MG.
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O delineamento experimental foi inteiramente cazadb, com cinco
tratamentos e quatro repeti¢cfes, totalizando Viltteos experimentais, sendo o
periodo experimental de noventa dias.

A producdo de mudas foi realizada em bandejasop@isem substrato
organico Plantmax®. As mudas foram irrigadas dmeiate e transplantadas
guando atingiam cerca de 10 cm de altura, quarideifo o transplantio para a
fase de adaptacdo, em uma bandeja com solucao atgadd (HOAGLAND;
ARNON, 1950), permanecendo nessa condi¢do porajgatnanas: na primeira
semana, com 25% da concentracdo méxima da sologdeguinte, com 50%
da concentracdo; na terceira, com 75% da concéoteqa quarta, com 100%.
Terminada a adaptacéo, o experimento foi montaddrasaos individuais de
polietileno com solugdo de Hoagland a 100%, indaim adicdo do Pb. As
doses de Pb utilizadas neste experimento forani26; @,00, 5,00 e 10,00 mg
L. A fonte contaminadora foi Pb(NJ2.4H,0. As doses foram determinadas de
modo a contaminar, sem destruir as plantas.

Ao final do experimento, as raizes e a parte afnean separadas e
secas em estufa, em temperatura entre 65 e 70a’€eguir, foram trituradas. A
analise de Pb e de micronutrientes foi realizada gmpectrofotdmetro de
absorcdo atbmica Varian, modelo Spectraall0. Gsradros utilizados estédo
descritos na Tabela 1. A analise de macronutriefoiefeita utilizando-se um
espectrofotbmetro UV-Vis da Perkin Elmer, modelobiaa 25, para determinar
S e P, e um fotbmetro de chama para determinar KitrGgénio foi analisado
por microdestilador Tecnal TE0363.
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Tabela 1 Parametros espectroscopicos utilizadaeteaminacdo dos teores dos

elementos
Elemento Comprimento de onda Fenda (mm)
(nm)
Ca 422,7 0,5
Mg 285,2 0,5
Fe 248,3 0,2
Cu 324,7 0,2
Mn 279,5 0,2
Zn 213,9 0,2
Pb 217 1,0

A preparagdo das amostras foi feita a partir de uwhigestdo
nitroperclérica na proporgao de 2:1 (v/iv) de HNOHCIQ, e, em seguida, 0s
teores dos nutrientes foram determinados conformtawlita; Vitti; Oliveira
(1997). Os resultados dos macro e micronutrientesnf tratados por

quimiometria, por meio do software Chemoface (NUNESI., 2012).

3 Resultados e Discussao
3.1 Teores de macro, micronutrientes e de Pb
O gréfico biplot com vetores mostra 0s teores paszronutrientes,
micronutrientes e Pb eB brizanthasob influéncia de doses crescentes de Pb.
Pode-se notar que as amostras das raizes no gbdfiod (PC1) séo
caracterizadas pelos maiores teores dos nutrieatesto Mg. Doses crescentes
de Pb influenciaram os teores de Ca. Os teoreset@iados nas amostras das
raizes do tratamento controle indicam que Ca fduzelo em funcdo do
aumento das doses do metal. Esses dados concoatanos relatados por
Huang e Cunningham (1996), que verificaram, emtptade milho, a reducéo

do teor de Ca nas raizes, em funcéo de doses mtescie doses de Pb.
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Figura 1 Teor de nutrientes e de Pb (R - raiz @&ite aérea; doses de Pb: 0-
0,00; 1-0,25; 2-1,00; 3-5,00 e 4- 10,00 nip).L

Quanto aos teores de N e P, houve acréscimos emiicacao de doses
de Pb, sendo mais expressivos nas menores dosesstidos com raizes de
mudas de pepino, Burzynski e Grabowiski (1984) tmiagam que a atividade
da enzima nitrito-redutase reduz a absorcéo datmitra presenca de chumbo,
concluindo que o chumbo tem um papel inibitéricagao da referida enzima.
Kabata-Pendias e Pendias (1984) afirmam que o @amerteor radicular de P
pode ser explicado pela precipitagdo do fésforoadnsfato de chumbo (1),
pela facilidade de combinacéo do?Rtom anions H2PQ forma predominante

de absorcéo de P.
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Com relagdo ao K, a presenca de Pb induziu seurdant@ aumento
foi maior nas maiores doses aplicadas. Ja Zhenal. ef2011) observaram
reducdo do teor de K em raizesldelavidii contaminada com Pb. Os teores de
K podem ser devido a competicdo direta ou podem rekcionados a
sensibilidade dos grupos®&H de K'ATPase e proteinas da membrana celular
sensiveis ao Pb (SHARMA; DUBEY, 2005).

Para os teores de S, nas raizes foi observado menéo dos teores nas
menores dose de Pb. Porém, Kabata-Pendias e P¢hggxy explicam que a
presenca de metais pesados, como o Pb, ndo exaatspuer efeito sobre a
absorcéo de S.

Os teores de Mg foram superiores nas partes aéeeBs brizantha
Estes resultados divergem dos relatados por Hudbgneingham (1996), que
observaram uma reducédo do Mg nas partes aéredardaspde milho. Cations
como K, Ca e Mg competem com metais como Pb e Cdpequenas
concentragcdes, tornando-se mais seletivos pargastds organicos, fazendo
com que a sua absor¢ao pelas plantas seja maiomdton disponibilidade de
Pb e Cd, a competitividade desses nutrientes dingausando reducéo da sua
concentracdo em plantas (KHAN; KHAN, 1983).

Em muitos casos, o chumbo bloqueia a entrada dmsa de anions no
sistema radicular. Dois mecanismos para a redugadsbrcdo de nutrientes na
presenca de chumbo tém sido sugeridos. O primeiemominado fisico,
depende do tamanho dos raios do ion do metal, ptua segundo,
denominado quimico, baseia-se no distarbio induzigelo metal no
metabolismo celular, levando a mudancas nas atiggleenzimaticas e na
estrutura da membrana (SHARMA; DUBEY, 2005).

Quanto aos micronutrientes Cu, Mn, Zn e Fe, elesraim teores
crescentes com aplicacdo das doses de chumbo, sesidoexpressivos 0s

aumentos nas menores doses, sugerindo que houeéeitmsinérgico com Pb
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nessas doses. Estes resultados concordam comatedosl por Kibria, Islam,
Osman (2009), que observaram teores de Fe em rdieeSmaranthus
gangeticuse Amaranthus oleraceacom aumento gradual em todas as doses de
Pb.

Para o Cu, os resultados discordam dos de Kabatdid2ee Pendias
(1984) que afirmam que este elemento ndo interfar@bsor¢cdo de Cu. Em
estudos realizados com tomate, Khan e Khan (1983ficaram que o teor de
Mn e Fe aumentou com 0 aumento da taxa de aplickacetais pesados. Para
0s autores, isso se deve a ligacdo do Pb com ogsdigantes de natureza
guimica diferente do contetido da seiva do xilemsdateiro.

Zn aumentou seus teores em baixas doses de Phiauregs maiores
doses. Estes resultados estdo de acordo com o, kslam, Osman (2009),
gue verificaram a reducé@o de Zn émgangeticug A. oleraceacom o aumento
da taxa de aplicagdo Pb. Para os autores, estégdes mostram uma relagédo
negativa entre Pb e Zn.

Embora Pb seja um elemento ndo essencial, é prentanabsorvido
pelas raizes das plantas. Almeida et al. ( 2008¢rearam que, a medida que a
dose de Pb aumentou, a concentracdo nos tecidsjd@tede-porco também
aumentou. Este fato foi observado neste trabalhapittke et al. (2008)
observaram a presen¢ca de Pb na parede celulas &acdolos da raiz de
Brachiaria decumbeng Chloris gayanacomo cloropiromorfite (RIPO,)sCl),
gue é um complexo muito estavel. Assim, o complegollvel de Pb nas raizes
pode explicar sua maior concentracdo e a baixaltreacdo deste para as partes

aéreas.

3.2 Translocacgéo
Na Figura 2 mostram-se o0s indices de translocagiia macro e

micronutrientes e para o Pb. O indice de transfixagos nutrientes sob



56

influéncia de Pb (IT) foi calculado com base nagé&b entre a quantidade de

metal acumulado na parte aérea e a acumuladamta.pla

05}

PC2 (24.66%)
—

N5+

T4

A 05 0 0.5 1
PC1 (50.50%)

Figura 2Translocacao de nutrientes e de Pb (T - translocdaiaiz para a parte
aérea; doses de Pb: 0-0,00; 1-0,25; 2-1,00; 3-8:00,00 mgl'_l)

O indice de translocacdo para o N foi crescente asrdoses de Pb,

sendo o aumento maior nas menores doses, naonddemuito nas doses

N e e

redutase que, possivelmente, pode nao ter sidaanibas doses de chumbo

empregadas neste trabalho.
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Para o P, observou-se redugéo na translocacéo emmmento das doses
do metal. Estes resultados concordam com os rektpdr Cannata et al.
(2013), em plantas de feijoeiro. Segundo Huang enfdgham (1996), o
aumento da concentracdo de P na raiz de ambréda g&r em forma de
complexo Pb-P, uma forma praticamente insoluvePdeque, provavelmente,
nao estara disponivel para a translocacao das rajzarte aérea.

Para o S, o indice de translocagdo foi maior n& dasis alta e nas
menores doses de Pb. Outros autores concluirara ttaeslocacéo de S diante
da aplicacdo de metais pesados pode ser estimafadeulturas de milho e
inibida em repolhos (YANG et al., 1996 a, b)

O K apresentou indices de translocacdo crescedte dbse 0,25 mg/L
de Pb, decrescendo nas doses maiores, 0 que adestecionado ao efeito de
competicdo dos céations (KHAN; KHAN, 1983). Estesuteados discordam dos
de Bertoli et al. (2011) que observaram que apficadp metal ndo promoveu
efeito significativo na translocacéo de K na padeea do tomateiro.

Para o Fe e o Cu, notou-se que os indices de dcaigdio reduziram
conforme aumentaram as doses de Pb. Esse rescitaniasta com o de Bertoli
et al. (2012) que, em estudos com plantas de topmate observaram efeitos
significativos das doses de Pb na translocacdoeda& em mudas de cedro,
Paiva et al. (2000) detectaram que pouco efeitoot€h sobre a translocagéo de
Cu.

Na presenca de Pb, Ca e Mg tiveram indices deldatsio maiores
gue o tratamento controle. Paiva et al. (2003) e&amberificaram aumento nesta
translocacdo de Mg com aplicacbes de Pb e outrdsisnestudados. Ja com
relacio ao Ca, o autor verificou que ndo houveuémitia no indice de
translocagéo em plantas de ipé-roxo.

Para o Mn houve um incremento no indice de traasfe na menor

dose de Pb, enquanto nas demais notou-se redwr@geppndo-se um aparente
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antagonismo neste caso. Cannata et al. (2013)caesaim, em plantas de feijao,
reducdo do indice de translocacdo de Mn com aag@licde Pb.

O maior indice de translocacdo para o Pb ocorresunamenor dose.
Isso indica que, mesmo aumentando as doses do, raptalas uma pequena
guantidade foi transferida para as partes aéreasramslocacdo de metais
pesados pode ser limitada pelo “sequestro” do mmtal se concentra no
vacuolo das células radiculares (VERBRUGGEN; HERMAISCHAT, 2009).
A reducdo de Pb na parte aérea esta relacionadaacalta afinidade pelas
cargas negativas resultantes da dissociacéo desé&adboxilicos presentes nas
paredes celulares dos tecidos radiculares, primeggae rizoderma e cortex
(SEREGIN; IVANOV, 2001). Para Silva et al. (200ém estudos de sintese e
caracterizacdo de quelatos de Pb, dentre outrasypesados, estes compostos
formam estruturas com elevado impedimento estérioo, que pode,
aparentemente, explicar a dificuldade de transBxago metal pesado em

plantas.

3.3 Crescimento deéBrachiaria brizantha

Houve reduc¢do do crescimento Beachiaria brizanthatanto na parte
aérea quanto nas raizes. A concentracdo de 1,0D'ragresentou maior
reducdo que as demais concentracfes, nas duas paalesadas. A reducédo foi
significativa pelo teste de Tukey, a 5% de prolddde. Esses resultados
discordam dos de Romeiro et al. (2007), ddanavalia ensiformesem que a
reducdo do crescimento foi diretamente proporciasaloncentracdes de Pb.

Observou-se que o crescimento das raizes foi majadicado que o
das partes aéreas. A reducdo acentuada da raiz peto fato de que esta parte
da planta esta continuamente em contato com mesddp. Assim, o Pb
absorvido se acumula nas paredes celulares, notatkandas raizes, o que

parece contribuir para diminuir seu efeito toxiemga planta (FAQUIN, 2005).
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Tabela 2 Massa seca do sistema radicular e da parea deBrachiaria
brizantha sob influéncia de doses de chumbo
Peso de matéria seca

@)

Pb (mg.L MSR* MSPA*
0,00 1,3470 a** 4,8982 a**
0,25 0,6851b 4,3023 ¢

1,0 0,4539 e 3,1988 e
5,0 0,5186 d 4,3699 b
10,0 0,5508 ¢ 4,1506 d

*Matéria seca de raizes e partes aéreas, respuetiva
**Médias seguidas de mesma letra ndo diferem esifrpelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Em trabalho realizado coBrachiaria decumbensm solo contaminado
com metais pesados, Santos et al. (2006) verifitarauséncia de sintomas de
toxicidade e crescimento comparavel com o dasgdaad controle. Os autores
verificaram que o crescimento reduzido de plantasBd decumbendoi,
provavelmente, devido as condicbes experimentass tomo a baixa
intensidade de luz e uma quantidade de massaa@a@olaso muito baixa para
suportar adequadamente o crescimento ideal Bdedecumbens Entao,

concluiram que as plantas foram tolerantes a prasdws metais pesados.

4 Conclusbes

As menores doses de Pb aumentaram os teores de&SSIVM, Zn, Cu e
Fe. As maiores doses induziram o aumento de K e (b.indices de
translocacéo foram reduzidos para P, Fe, Zn e €um&ores teores radiculares
de Pb indicam que este se concentrou na raiz. £aplicacdo das doses de Pb
notou-se aumento na translocacéo para N, Mg, SViG&, Pb e reducéo ocorreu
para P, Zn ,Cu e Fe. A translocacao para Pb irglieaa planta ndo conseguiu
limitar a movimentacédo do metal para a parte aékeseducao dos pesos de
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matéria seca mostra que o metal nas doses utidizatEferiu no crescimento

das plantas.
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Highlights:

» Cd and Pb induced invaginations in the cell wallghe root
ultrastructures.

» The presence of crystals and the increase in vaswaok related to the
defense mechanism of plants.

* The leaves suffered less damage than the roots.
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Abstract

Cadmium and lead are known for their toxicity bathanimals and plants. In
order to evaluate the toxicity of these contamiggBtachiaria brizanthaplants
were grown in a Hoagland nutrient solution for %ysl where they received
doses of cadmium and lead. Cellular ultrastructufekeaves and roots were
analyzed by transmission electron microscopy (TEMmong the most
important changes observed in both the treatmetht esidmium and with lead,
there were cell wall invaginations in the ultrastiwes of root cells, the
presence of crystals raphids in root cells,and motation of material within the
cells and vacuolar compartmentalization. On themtiand, the degradation of
chloroplasts and an increase in the number of asuwere observed in the
leave ultrastructures. It was possible to obsehat teaf cells suffered less
damage than root cells. TEM was important to oleséme damage caused by Cd
and Pb in the cell ultrastructuresBrachiaria brizantha

Keywords:

heavy metal

invaginations

crystals
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1. Introducéo

A toxicidade causada por cadmio e chumbo tem siio documentada
(Pahlsson, 1989; Sharma e Dubey, 2005; Guimaraes.,e2008; Feleafel e
Mirdad, 2013). Ela provoca diversos efeitos toxiaos organismos (Carvalho et
al., 2003; Carvalho et al., 2013), sendo uma damre® preocupacoes, na
atualidade. Quando absorvidos pelas plantas, petess podem causar redugéo
do crescimento, clorose, escurecimento do sistadiaular (Wang et al., 2008)
e desbalanco nutricional (Cannata et al., 2013).

Em varios trabalhos analisou-se a ultraestruturaifdgentes espécies
vegetais na presenca de metais pesados. Tung eeTém96) verificaram o
acumulo de chumbo nas ultraestruturasZzda mayd.. Kopittke et al. (2008)
observaram o acimulo de chumbo nas membranasresideB. decumebens
constataram que sua absorcdo ocorre via apopldseng et al (2012)
verificaram alterag6es, como vacuolizacéo e difados envelopes nucleares,
induzidas por chumbo nas ultraestruturas de fathadzes de duas espécies de
LespedezaYu et al (2011) observaram, em plantas de sopo®as ao
aluminio, a perda de todas as suas configuracdelsres, como rompimento
das paredes celulares e desaparecimento dos costegétllares. Células do
mesofilo da folha de mudas de rabanete expostasimic por algumas horas
apresentaram mudancas estruturais de cloroplastibsscdndrias e nucleos
(Vitoria, Cunha e Azevedo, 2006). Na presenca d#mgd alteracdes na
ultraestrutura d€ucumis sativug. incluiram grandes danos estruturais, como
desintegracdo do citoplasma e desenvolvimento delolas (Gzyl,
Przymusinski e Gwozdz, 2009).

Embora as gramineas sejam comumente utilizadasaparegetacdo de
areas contaminadas, pouca informacdo encontrasperdiel sobre alteracbes
ultraestruturais causadas por metais pesad®agéhiaria brizanthapertence a

familia Poaceae, sendo uma das gramineas maisaciat no Brasil. Essa
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espécie tem origem africana e constitui uma imptetforrageira tropical em
diversas regibes da Asia, Austrdlia e América db So Brasil, foi muito
difundida devido a sua boa adaptacdo as condicdesaticas, alta
produtividade, com dominio sobre invasoras e rngstite (Silva e Ferrari,
2012).

Diante da importancia da microscopia eletronicardasmissao (MET)
como técnica que permite estudar as ultraestrutceddares afetadas pela
toxidez por metais pesados, este trabalho foizadd com o objetivo de
visualizar as altera¢gbes causadas nas ultraesisutleBrachiaria brizantha

cultivadas em solu¢éo nutritiva, na presenca deé{Cd) e chumbo (Pb).

2. Material e métodos

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagdDepartamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de LawHd A), durante 90 dias.
Sementes d@rachiaria brizanthaforam germinadas em substrato Plantmax.
Mudas com tamanho uniforme foram transplantadees péaise de adaptacdo em
solucédo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnorb@9por quatro semanas. A
solucdo nutritiva foi trocada semanalmente, aunmelata forca a partir de 25%
até 100%. Apos essa etapa, foi transferida pasadsaindividuais, aos quais se
adicionaram os metais pesados Cd (1,00 mg/L) elB®d mg/L), durante
guatro semanas. Cd foi fornecido como nitrato dbmié e o PB, como nitrato
de chumbo. Durante o cultivo hidropénico, a solugétitiva de Hoagland foi
trocada uma vez por semana. O experimento foizexddi em delineamento
inteiramente casualizado, em quatro repeticdes.

2.1 Microscopia eletrdnica de transmissao
Amostras de folhas e sistema radicular foram octéetae imersas em

solucdo fixativa de Karnovsky modificado, por 24rdw Posteriormente, a
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solucdo fixativa foi retirada e as amostras forawvadlas, por trés vezes, em
tampéo fosfato 0,1M, pH 7,3. Em seguida, tetrdxldadsmio foi adicionado as
espécimes, permanecendo por 3 horas. As amostra® flavadas, por trés
vezes, em agua destilada, para a retirada do igidrée ésmio. Prosseguiu-se
com adicdo de acetato de uranila, por 18 horas:s&ea desidratacdo em
gradiente de acetona (25%, 30%, 40% 50%, 60%, 76%, 80%, 90%, 95% e
trés vezes a de 100%), em intervalos de 15 mintddsa. Posteriormente, os
espécimes foram infiltrados em séries graduaiscdéona-resina (3:1, 2:1, 1:1,
1:2 e trés vezes de 100%), durante trés dias,rsdmpsie a inclusédo em bloco em
resina pura e polimerizando-se em estufa, a 7@GC8 horas. Secdes ultrafinas
foram feitas com navalha de diamante em ultranvondt contrastadas em
acetato de uranila e citrato de chumbo (durangermi@utos em cada) e secas a
temperatura ambiente. As amostras foram visualizagaregistradas em
microscopio eletrénico de transmissao (Zeiss EM),18980 Kv. As imagens

foram editadas no software Corel Draw X6 Photo fPain

3. Resultados e discussao
3.1. Alteracdes causadas por Cd e PB, nas ulinagsts de células das raizes
As ultraestruturas celulares da raizBlachiaria brizanthamostraram
os efeitos toxicos de Cd e Pb. As células do clntda raiz apresentaram
estruturas regulares com rigidez estrutural (Figyr® efeito mais proeminente
de Cd e Pb sobre a ultraestrutura das células aiassrapareceu na parede
celular, em compara¢édo com o tratamento controle.
Na Figura 2 mostram-se as alteragfes causadas qhoert que se
observou a presenca de rafides (Figura 2A e Byaginacdes (Figura 2A a D) e
acumulo de material eletrodenso (D). Na Figura@poser vistas as alteracfes

causadas por Pb, em que foram verificadas tambe&agimacbes na parede
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celular (Figura 3A e B), vacuolizagdo (Figura 3@k acumulo de material
eletrodenso (Figura 3B) e cristais rafides (Figiiee F).

As alteracbes na configuracdo da parede celularemodestar
relacionadas com o deslocamento dos fon$, Gelos metais pesados. As
ligacBes dos ions metdlicos ocorrem, preferenciateom os polissacarideos
na parede celular, de modo a causar inchaco endeféio na parede celular
(Krzeslowska, 2011). Assim, a parede celular fumzi@omo um filtro que
previne a célula contra danos graves causados et@isrpesados e permite a
sobrevivéncia da célula sem consideravel alterig#@togica (Yu et al., 2011).

Cristais em forma de agulha no interior das céluenominados
réfides, sdo formados a partir de acido oxalictesizado a partir do ambiente.
Acido oxalico (GH,0,) é o mais simples dos &cidos dicarboxilicos e o
composto organico mais oxidado formado em planfaanteschi e Nakata,
2005).

Em estudos realizados coBrachiaria decumbensonstatou-se que o
Pb acumula-se intracelularmente em depésitos acesi(Kopittke et al., 2008).
Os cristais podem ter diversas func@es, entre @lasgulacdo de calcio no
organismo e a protecdo herbivora (Prychid, JalaRudall, 2008), mas, neste
caso, como foram vistas apenas nas células quderape Cd e Pb, os
resultados podem estar relacionados a detoxificaggtdlica. A tolerancia ao
metal se da pela complexacdo deste pelos crigtaispodo a diminuir sua
toxicidade (Franceschi e Nakata, 2005).
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Figura 1 Ultraestrutura da célula de raiz do traam controle d8rachiaria
brizantha

Figura 2 Efeitos de Cd na ultraestrutura de céluasraizesBrachiaria
brizantha (C-F). Plantas contaminadas com 1,00 mgie Cd(NQ),
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Figura 3 Efeitos de Pb na ultraestrutura de céldimgaizes deéBrachiaria
brizanthgA-F). Plantas contaminadas com 10,00 rifgde Pb(NQ),.
Setas indicam acumulo de material eletrodensov@)uolizagdo (C,
D) e cristais rafides (E, F)
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O processo de vacuolizacdo observado serve pargactimentar
substancias toxicas, de modo de modo a protegerorganelas. A
compartimentacdo a um nivel subcelular desempemipel gmportante na
desintoxicacdo de metais pesados nos tecidos datapl Zeng et al. (2012)
verificaram a compartimentacdo vacuolar de Pb efnlast de Lespedeza
chinensise Lespedeza davidiiapés exposicdo a Pb. Para estes autores, a
compartimentacdo vacuolar desempenha papel impertan tolerdncia e na
detoxificacdo de metais pesados, o que limita iso@sicidade. O vacuolo das
células vegetais € uma das organelas com as nr@slag funcdes (Yu et al.,
2011). No nosso trabalho, a vacuolizagdo parecederrido em fungdo de

morte celular.

3.2 Alterages causadas por Cd e Pb nas ultragsisuias folhas

Pode-se notar que as células das folhas na predesgaetais Cd e Pb
foram menos influenciadas que as células das raxeseito mais notavel da
presenca do metal pesado foi 0 aumento do numeraai®los (Figura 4C) que
serviram de depésitos granulares. Alguns cloroptaapresentaram alteracdes
nas formas (Figuras 4B e D). O nivel de danos wapgatre células com
estruturas relativamente preservadas (Figura 4G leaRndicios de degeneracao
dos cloroplastos (Figuras 3B e D) e alteracdo destida da configuragéo

celular.
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Figura 4 Efeitos de Cd (B-D) e Pb (E, F) na ultnagsra de células de folhas de
Brachiaria brizantha (A) célula do tratamento controle. (B-D) plantas
contaminadas com 1,00 mgLde Cd(NQ).. (E, F) plantas
contaminadas com 10,00 mgde Pb(NQ),. Setas indicam degradac&o
(B, D) e vacuolizacao (C)
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O namero de vacuolos sugere que a compartimentiacetal pesado
ocorre nessas estruturas, de modo a contribuir partolerancia e a
desintoxicacdo (Zheng et al., 2012). O aumentoagéialos pode ser importante
para fons toxicos, como &de PB* e, portanto, contribui para a sobrevivéncia
da célula sob condicdes de estresse. O numero d&lea sugere que a
compartimentacdo do metal pesado ocorre nessastuest; de modo a
contribuir para a tolerancia e a desintoxicaca@fighet al., 2012). Os depdsitos
no interior do vacuolo aparentemente fazem partendoanismo de defesa da
planta.

Alguns cloroplastos ndo apresentaram modificagcéaguanto outros
tiveram distorcbes e apresentaram uma estrututandida. A alteracdo nas
formas dos cloroplastos pode indicar um inicio égrddacdo destes. Schneider
et al. (2013) verificaram processo de degradacadatoplasto, microvesiculas
e morte celular em folhas deeucaena leucocephalaa presenca de arsénio.
Alterac@o na configuracdo dos cloroplastos em retedioi citada por Vitoria et
al. (2006).

Os sintomas de toxicidade de metais pesados poderatrgbuidos a
uma extensa interacdo em niveis celulares e malasul(Hall, 2002). A
toxicidade €, em parte, consequéncia da interfexédestes metais com
percursos homeostaticos para elementos esserf@mimetais pesados podem
interferir no equilibrio nutricional, de modo quesultam na degradacao
ultraestrutural (Gzyl, Przymusinski e Gwozdz, 2009)

Os resultados deste trabalho mostraram que assfddram menos
afetadas que as raizes, conforme observado natuestrcelulares danificadas.
Yu et al. (2011), em estudos com aluminio em solgervaram que a raiz
apresenta a maioria dos mecanismos de excluséoreretse, de imediato, os

efeitos téxicos do metal.
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4. Conclusdes

Cd e Pb causaram maiores danos nas ultraestratasasizes do que
em folhas.

O efeito mais proeminente do Cd e do Pb foi a iGdute invaginagcdes
nas paredes celulares e a formacao de réafides.

A presenca de cristais e vacuolos sdo mecanisniosipais que o
vegetal utiliza para se proteger dos efeitos t&xamCd e Ph.

A MET foi eficaz na determinacdo da toxicidade deé € Pb em

Brachiaria brizantha.
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ANEXO

Tabela 1 Teores de nutrientes e Pb (mid).kepos aplicacbes de Pb (mgL

Parte
da Pb(mgL?) N P K Ca Mg Cu Mn zZn Fe Pb
planta
0,00 32125,0 6850,0 12800,0 93750 3275,0 3475,0 3,228 593,375 70,950 446,85 0,0000
0,25 32800,0 8225,0 14225,0 6950,0  3375,0 45750 1,358 613,575 95,925 482,50 28,650
Raiz 1,00 31425,0 9500,0 25200,0 6175,0 27750 B000 26,425 617,350 93,200 607,10 278,225
5,00 31950,0 9375,0 24750,0 5600,0  3400,0 3575,0 3,473 651,975 85,475 611,025 963,215
10,0 33975,0  10550,0 23425,0 5900,0 3275,0 3500,81,3000 708,425 89,350 579,675 1828,95
0,00 25975,0 49250 13675,0 5475,0  3850,0 1550,0 ,7500 244,325 52,725 110,925 0,0000
0,25 24400,0 47250 15300,0 5575,0  4000,0 15250 95080 264,975 55,800 101,900 10,2750
Parte 1,00 26425,0 45250 9475,0 5650,0  3825,0 1550,0 258,4 295,900 56,625 101,250 21,4750
aerea
5,00 26200,0 5200,0 13200,0 5650,0  4300,0 1500,0 ,1250 246,425 56,000 95,275 41,7000
10,0 25750,0 5375,0 17375,0 5475,0  4200,0 17750 ,9008 238,075 54,175 95,175 63,4000

8L



Tabela 2 indices de translocago (IT%) para nugga PB, apds aplicagéo de doses de Pb

Pb(mgL?) N P K Ca Mg S Cu Mn Zn Fe Pb
0,00 447851 42,0511 51,6707 37,4984 54,0625 30,85118,7894 29,0857 43,0999 19,8302 0,0000
0,25 42,6684 36,5525 53,9084 458035 54,7106 26,29914,5876 30,1312 38,1599 17,4587 26,6427
1,00 457355 32,3287 30,2287 48,1751 58,2531 28,81214,4130 32,3958 38,2271 14,5648  7,46766
5,00 450682 36,8237 34,8094 50,9905 56,4009 29,71311,2667 27,5880 39,8097 14,3423  4,18200
10,00 432132 33,9466 42,9732 48,1523 56,4174 86,87 11,2612 252570 37,6932 14,2472  3,35047

Tabela 3Teores para nutrientes e Cd (mg-kgpos aplicacéo de doses de Cd
Parteda oy (g 17 N P K ca Mg s Cu Mn zn Fe cd
planta
0,00 321250  6850,0 12800,0 93750 32750  347503,228 593375 70,950 446,85 0,0000
0,025 327000 113500 270500 61250 32000  5450,031,45 838,625 95150 674,90 30,825
0,10 32250,0 91250 235750 55750 28500  432500,923 648,125 83,350 518,55 76,900
Raiz 0,50 3247500 75750 188750 42000  2250,0 0015 2825 588,625 63,425 466,43 80,450
1,00 312000 100250 241250 6200,0 21750  4500,06,978 590,15 71,100 486,58 157,05
0,00 259750 49250 136750 54750  3850,0  1550,0 ,7504 244,325 52725 110,93 0,000
0,025 26650,0 49750 16600,0 53250 41250  177504,950 283,15 62,825 12655 0,6750
Parte aérea 0,10 245000  5700,0 15550,0 4950,0 (825 1675,0 4,400 231,075 56,750 103,95 2,0750
0,50 24600,0 52250 127250 52250 38500 17750 ,2502 209,575 42,650 88,225 4,5500
1,00 24100,0 46500 15550,0 7550,0 42000 20750 ,8751 188,675 41700 93,275 11,300




Tabela 4 indice de translocac&o (IT %) de nutrest€d, apds aplicacio de doses de Cd

Cd(mgL™) N P K Ca Mg S Cu Mn Zn Fe Cd
0,00 44,7851 42,0511 51,67079  37,49847 54,0625 530,8 18,7895 29,0857 43,0999 19,8302 0,0000
0,025 44,9620 31,3764  38,35743  46,83622 56,3632 7829, 13,8054 26,2754 40,2688 16,8391 2,1464
0,10 43,0839 38,2085  39,90199  47,11622 57,3381 688,0 12,6181 26,2607 40,5204 16,7103 2,6078
0,50 43,0140 41,3380  41,71108  55,79946 63,4388 491,1 7,53676 26,2387 40,8758 15,8843 5,3977
1,00 43,5941 32,3425 39,59109  51,47051 65,5132  38%,7 6,56305 24,2117 36,9874 16,0661 6,8647

08



