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Palavras-chave: RESUMO

chapéu-de-couro A contaminagio por chumbo (Pb) é uma preocupacio crescente em todo o mundo uma vez
macréfitas aquaticas que os ambientes aquaticos sdo sujeitos sobretudo a inumeras fontes de poluigao. Este trabalho
fitorremediacio teve, como objetivo, avaliar a tolerancia de E. grandiflorus ao Pb e sua capacidade de acumular e

alocar o poluente e a relagdo dessas caracteristicas com a anatomia radicular. Foram montados
experimentos com plantas de E. grandiflorus expostas as seguintes concentragdes de Pb em
solu¢do nutritiva: [0; 0,75; 1,5; 3,0 € 9,0 uM de Pb(NO3)2]. As plantas foram mantidas nessas
condi¢Ges, durante 60 dias. Avaliaram-se, ao final do experimento, a concentragio de chumbo
na biomassa das plantas e as modificagdes na anatomia radicular. As plantas de E. grandiflorus
acumularam 113,74 mg Pb kg™ de matéria seca com translocagdo reduzida para a parte aérea.
As modificagbes no xilema radicular demonstraram aumento na capacidade de condugio de
dgua e nutrientes nas plantas expostas ao Pb. Constatou-se espessamento da exoderme e do
cortex radicular; é provavel que essas modificagdes estejam relacionadas com a maior alocagéo
de Pb nas raizes. As plantas de Echinodorus grandiflorus sio capazes de absorver e acumular Pb
principalmente nas raizes; esta absor¢io é, por outro lado, modulada pela anatomia radicular.
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Lead (Pb) contamination is a growing concern worldwide and water environment is
particularly subjected to many sources of pollution. This study aimed to evaluate the tolerance
of Pb in Echinodorus grandiflorus and its capacity to absorb and accumulate this pollutant, as
well as the relationship of these characteristics with root anatomy. Experiments were conducted
using E. grandiflorus plants exposed to the following Pb levels in nutrient solution: [0, 0.75,
1.5,3.0,and 9.0 uM of Pb(NO,),]. Plants were maintained in these conditions for 60 days. At
the end of the experiment Pb levels in plant biomass as well as the modifications in the root
anatomy were evaluated. E. grandiflorus accumulated 113.74 mg Pb kg of dry matter and
reduced translocation to shoots. Xylem modifications in roots showed increased water and
nutrient conduction capacity in plants exposed to Pb. Exodermis and root cortex thickening
were detected and may be related to lead allocation in roots. Echinodorus grandiflorus plants
are able to absorb and accumulate Pb mainly in roots and this absorption is modulated by
root anatomy.

plant anatomy

Protocolo 171-2014 - 22/05/2014 « Aprovado em 02/01/2015 « Publicado em 04/05/2015



606

INTRODUCAO

O chumbo (Pb) ocorre naturalmente na crosta terrestre;
contudo, atividades antrdpicas promovem sua acumulagdo
nos ecossistemas ocasionando impactos ambientais e sociais.
Este elemento pode ser um dos maiores poluentes do ambiente
(Gratao et al., 2005) sendo considerado um dos maiores
problemas ambientais (Shen et al., 2002).

O uso de plantas na remediagdo ambiental tem aumentado
nos ultimos anos, sendo essas técnicas conhecidas como
fitorremediagdo com base no uso de plantas associadas a sua
microbiota para imobilizar ou remover o poluente do solo e
da agua (Pilon-Smits, 2005). A fitorremedia¢éo tornou-se uma
alternativa de interesse emergente para a restaura¢ao desses
locais contaminados (Xiao et al., 2008; Ali et al., 2013); no
entanto, para sua aplicagdo os mecanismos de tolerancia das
plantas e o efeito desses elementos em espécies nativas de locais
contaminados, devem ser melhor estudados.

A absorc¢do do Pb do solo pelas raizes ocorre através da
membrana plasmatica possivelmente por meio de canais
catidnicos (Romeiro et al., 2007). O Pb absorvido pelas plantas
pode induzir, direta e indiretamente, diversas alteracdes
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas, tais como: inibicdo da
germinacdo de sementes, diminui¢éo do crescimento, redugdo
da produgio de clorofilas, peroxidagdo lipidica, estresse
oxidativo, danos ao material genético e alteracdes da atividade
enzimatica (Sharma & Dubey, 2005; Shahid et al., 2012).

O estudo da tolerancia de macroéfitas aquéticas a elementos
toxicos vem sendo relatado na literatura para muitas espécies,
como: Eichhornia crassipes (Pereira et al., 2011), Pistia stratiotes
(Silva et al., 2013) e Typha latifolia (Lyubenova et al., 2013).

Echinodorus grandiflorus ssp. grandiflorus pertence a familia
Alismataceae ¢ uma macrofita enraizada com folhas emergentes,
popularmente conhecida como chapéu-de-couro (Cardoso
et al., 2005). Ocorre desde os Estados Unidos até a Argentina
estando restrita ao hemisfério ocidental (Lehtonen, 2008). E.
grandiflorus é importante quanto aos seus aspectos ecoldgicos,
de vez que serve para a alimentagdo e refgio de varias espécies
além de reduzir a erosdo do solo (Joaquim et al., 2010) e possuir
importancia medicinal (Cardoso et al., 2005). A espécie possui
aspectos anatdmicos tipicos de macroéfitas aquaticas, como a
presenca de aerénquima, folhas anfiestomaticas e dorsiventrais
(Leite et al., 2012); contudo, modificagdes ocasionadas por
fatores ambientais em sua anatomia e na fisiologia, ainda nao
foram relatados na literatura.

Estudos com macroéfitas aquéticas nativas das Américas,
ainda sio escassos quanto a sua tolerancia ao Pb e a capacidade
de acumular este metal. Tais estudos sdo de grande importancia
para entender a ecologia dessas espécies e mesmo para sua
utilizagdo em sistemas de fitorremedia¢do. Devido a sua
ampla distribuicdo geografica, a E. grandiforus pode possuir
capacidade de tolerar ambientes adversos; desta forma, o
presente trabalho propos avaliar a tolerancia de E. grandiflorus
ao Pb, sua capacidade de acumular e alocar este elemento e a
relagdo dessas caracteristicas, com a anatomia de raizes.

MATERIAL E METODOS

Plantas de E. grandiflorus foram coletadas em uma area
alagada proxima a regido de Lavras, MG, livre de fontes
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aparentes de contaminac¢do. Apds a coleta as plantas foram
lavadas e selecionadas quanto a qualidade fitossanitdria e
por uniformidade de tamanho; em seguida, foram levadas
para a casa de vegetacdo, no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em
solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), modificada
com 40% de for¢a idnica, e vermiculita, como substrato; as
plantas permaneceram na casa de vegetagdo durante 90 dias
para a formagao dos clones.

Os clones foram uniformizados quanto ao tamanho e
transferidos para bandejas plasticas com capacidade para
sete litros. Visando a montagem do experimento, as plantas
foram uniformizadas com base em critérios de tamanho e
fitossanidade. Os tratamentos foram constituidos de seis
diferentes concentra¢cdes de Pb sendo: zero (controle), 0,75;
1,5; 3,0; 6,0 e 9,0 uM de Pb(NO,),. A solugdo contendo os
tratamentos teve seu pH ajustado para 5,8 razdo por que foi
trocada em intervalos de 15 dias.

As concentragdes de Pb utilizadas nos diferentes tratamentos
foram obtidas com base no valor maximo permitido (VPM)
de Pb total para lancamento de efluentes em corpos de agua
doce estabelecidas com base na Resolugdo n° 430 de 13 de
maio de 2011 que dispde sobre as condi¢des e padrdes de
langamento de efluentes, que complementa e altera a Resolucdo
n° 357, de 17 de margo de 2005, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente-CONAMA. O experimento teve duracdo de
60 dias em delineamento inteiramente casualizado com seis
tratamentos e quatro repeti¢des. A parcela experimental foi
constituida de uma bandeja com uma planta.

Para a andlise da concentragdo de Pb nas raizes, rizomas
e folhas de uma planta por tratamento, os 6rgdos coletados
foram lavados em dgua corrente e posteriormente secados em
estufaa 60 °C, por 72 h; em seguida, a massa seca de cada 6rgao
foi triturada em moinho de facas tipo Wiley, etapa ap6s a qual
500 mg de massa seca foram pesados em balanga analitica
e submetidos a digestdo nitropercldrica, de acordo com o
método proposto por Sarruge & Haag (1974); desta forma,
10 mL de HNO, concentrado foram misturados deixando-
se as amostras em repouso, durante 12 h; a digestéo foi feita
na temperatura de 150 °C durante 30 min até a reducéo de
aproximadamente a metade do volume de HNO, adicionado;
depois deste periodo foi adicionado 1,0 mL de HCIO, PA. e
a temperatura do bloco digestor aumentada para 210 °C, por
20 min até o clareamento da solu¢do. O produto da digestdo
(amostra) foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL
sendo acrescentados 10 mL de dgua destilada e levados para
leitura em Espectrometro de Absor¢do Atomica, modalidade
chama fazendo-se trés avaliagdes para cada 6rgdo com parcela
experimental de uma aliquota do produto da digestao.

Aos 60 dias, duas raizes de cada repeticdo foram
coletadas, lavadas em agua corrente e fixadas em F.A.A.70%
- (formaldeido, acido acético glacial p.a. e etanol 70%, na
propor¢ao de 0,5: 0,5: 9) pelo tempo de 72 h e posteriormente
conservadas em etanol 70% (Kraus & Arduin, 1997). Para
a confec¢do do lamindrio permanente as amostras foram
desidratadas em série etilica, infiltradas e incluidas em
hidroxietil-metacrilato Leica® (Heidelberger, Alemanha),
seccionadas em micrétomo semi-automatico (KD-3368,
Ciencor Scientific, S3o Paulo, Brasil). Foram realizadas 12
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secgdes de cada raiz, coradas com azul de toluidina 1% e
montadas em balsamo do Canadd, além de analisados dez
campos para cada sec¢do.

As laminas foram analisadas em microscopio trinocular
Olympus CX41 (Olympus, Tokyo, Japan) com sistema de
captura acoplado, sendo as andlises realizadas no software
de analise de imagens UTHSCSA-ImageTool versio 3.0.
As caracteristicas anatomicas avaliadas nas raizes foram:
espessura da epiderme, da endoderme, do cértex e da
exoderme, propor¢ao de xilema no cilindro vascular, de
floema no cilindro vascular, de elementos de vaso no xilema
e de elementos de vaso no cilindro vascular. As proporg¢oes
dos tecidos foram calculadas com base na divisdo da drea
do tecido pela 4rea total da estrutura em que se encontram
multiplicadas por 100.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software SISVAR 5.0 (Ferreira, 2011). Antes da realizagdo
de uma analise paramétrica os dados foram testados quanto
a sua normalidade enquanto os que ndo apresentaram
distribui¢do normal foram transformados. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia em delineamento
inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste
de Scott-Knott, com 0,05 de probabilidade de erro (apenas
para a comparagdo da concentracio de Pb nos diferentes
6rgaos), ou os dados foram submetidos a regressdo (para os
dados da concentragio total de Pb na planta e nas raizes, além
dos dados de anatomia radicular).

RESULTADO E DISCUSSAO

A concentragdo de Pb mdxima acumulada em plantas
de E. grandiflorus foi de 113,74 mg kg" de massa seca e a
concentra¢do de Pb aumentou linearmente com o aumento
do elemento na solugdo (Figura 1A). O Pb nio é considerado
toxico para a maioria das espécies de plantas até valores entre
5 e 10 mg kg' de massa seca das plantas porém entre 30 e
300 mg kg deste elemento graves efeitos de toxicicidade
sao detectados (Shikhova, 2012). Portanto, E. grandiflorus
conseguiu sobreviver mesmo em concentragdes de Pb
consideradas toxicas tratando-se, portanto, de uma espécie
tolerante a este metal nas concentragdes testadas.

O aumento da concentragao de Pb na solugao promoveu
um aumento linear da concentra¢do de Pb para as raizes
(Figura 1B), nos rizomas (y = 3,2117x + 19,574; R* = 0,4101)
e folhas (y = 1,3357x + 15,447; R* = 0,464). O conteudo de Pb
nos trés 6rgaos analisados variou de acordo com as diferentes
concentragdes usadas sendo que nas menores concentragdes
a quantidade de chumbo foi maior nas raizes e rizomas em
comparagdo com as folhas; na concentragdo intermedidria de
3 uM o rizoma foi 0 6rgao que apresentou maior concentragio
do metal; entretanto, as raizes e os rizomas apresentaram, nas
duas maiores concentragdes, maiores concentra¢des de Pb,
que as folhas (Figura 1C).

De acordo com Sharma & Dubey (2005), o contetido de Pb
nos orgaos vegetativos tende a diminuir na seguinte ordem:
raiz > folhas > caules. A maior compartimentaliza¢do do Pb nas
raizes também ¢é relatada por Alves et al. (2008), que avaliaram
a tolerancia, a absorgdo e a distribui¢cdo do elemento em
plantas de vetiver (Vetiveria zizanioides (L.) Nash), jureminha
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Figura 1. Acimulo e alocagdo de Pb nos diferentes 6rgaos
de E. grandiflorus expostas a concentracbes crescentes
de chumbo, durante 60 dias. Acimulo total de Pb (A).
Actmulo de Pb nas raizes (B) e comparacao entre 6rgaos
para cada concentragdo de Pb (C)

(Desmanthus virgatus (L.) Willd) e algaroba (Prosopis juliflora
(SW) DC). Probst et al. (2009) também encontraram maiores
concentracdes do metal nas raizes e caules do que nas folhas
em Vicia faba. Kumar et al. (2012) obtiveram resultados
semelhantes em Talinum triangulare (Jacq.) Willd (espinafre
Ceildo) e Tangahu et al. (2011) com 25 espécies de plantas
relacionadas a fitorremediacao. Em E. grandiflorus, os 6rgaos
subterraneos (raizes e rizomas) acumulam mais Pb do que
na parte aérea das plantas demonstrando comportamento
semelhante ao descrito para outras espécies de plantas.

Este maior acimulo de Pb nas raizes pode estar relacionado
com o espessamento das barreiras apoplésticas radiculares
(Sharma & Dubey, 2005; Castro et al., 2009) e pode ser um dos
mecanismos de tolerancia ao Pb em E. grandiflorus impedindo
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que grandes quantidades de Pb fossem translocadas para a
parte aérea e prejudicassem os processos metabdlicos que
ocorrem na folha. Portanto, a compartimentaliza¢do do Pb
nas raizes e rizomas e a manutengdo de baixas concentragdes
deste elemento nas folhas, mesmo com o aumento do Pb na
solugdo, podem ter sido o principal fator que determinou
a sobrevivéncia das plantas de E. grandiflorus durante a
exposicao prolongada caracterizando, sem duvida, uma
estratégia de tolerdncia ao referido metal toxico.

Quando em sec¢ao transversal, as raizes de E. grandiflorus
sdo constituidas de uma epiderme unisseriada com células

Estefania S. Ribeiro et al.

aproximadamente tabulares (Figura 2). O cértex é formado
por trés regides distintas, sendo: cértex externo, mediano e
interno; o cortex externo é composto pela exoderme formada
por uma faixa com uma a trés camadas de células com parede
espessa (Figura 2) enquanto o cértex mediano é formado por
aerénquima composto de grandes cdmaras separadas por
faixas (trabéculas) de células (Figura 2). O cdrtex interno é
formado por células parenquimaticas organizadas radialmente
possuindo uma endoderme unisseriada na parte mais interna
(Figura 2). O cilindro vascular ¢ poliarco com poélos de
protoxilema intercalados com o floema envolvidos por um

=0,75;C=1,5D =3,0,E =60eF =9,0uMdePb. ep = epiderme, ex = exoderme, cx = cortex, cv = cilindro

vascular. Barras = 200 ym
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periciclo parenquimatico (Figuras 2 e 3). Os tecidos radiculares
nao demonstraram sinais de necrose, desestruturagdo nem
modificagdo no contetido celular, em fungdo da presenca de
chumbo (Figuras 2 e 3).

O Pb promoveu modifica¢des significativas na estrutura
das raizes de E. grandiflorus. As partes mais externas da raiz
sofreram reducido em fun¢do do aumento da concentragio
de Pb observando-se uma queda proporcional na espessura
da epiderme (Figura 4A) e da exoderme (y = -0,218x + 2,31
e R? = 0,16) com o aumento da concentragido do elemento;
apesar disto, o cortex aumentou sua espessura a medida que

609

as plantas foram expostas a maiores concentra¢des de Pb (y =
21,228x + 642,53 e R* = 0,28) chegando a aumentar cerca de
50% sua espessura nas maiores concentra¢des (Figura 2A-F).
A endoderme também demonstrou aumento proporcional a
concentragdo de Pb na solucdo (Figura 4B).

A epiderme é o primeiro tecido das raizes que entra em
contato com a solugdo poluida pelo Pb. A resposta deste
tecido nas plantas pode variar e aumentar em algumas
plantas (Pereira et al., 2013a) ou, ainda, reduzir extremamente
sendo substituida pela exoderme (Castro et al., 2009). Varias
caracteristicas radiculares regulam a condutividade hidrdulica

= controle (0); B = 0,75;C=1,5;D = 3,0;E = 6,0e F = 9,0uM de Pb. fl = floema, x| = xilema, ed = endoderme.
Barras = 50 yum
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Figura 4. Modificacdes nas barreiras apoplasticas e tecidos
vasculares das raizes de E. grandiflorus sob diferentes
concentracdes de chumbo. As barras equivalem ao erro
padrao

Proporgédo de elementos de
vaso no xilema (%)

das raizes envolvendo as suas diferentes regides e tecidos sendo
a espessura do cortex um limitante significativo do fluxo de
agua em raizes (Rieger & Litvin, 1999). As principais barreiras
apolasticas em raizes sdo a exoderme e a endoderme, sendo
a altima o principal limitante do fluxo de poluentes da parte
externa das raizes para o cilindro vascular fazendo com que
as substincias se acumulem no cortex radicular (Peterson et
al., 1981; Castro et al., 2009). Pode-se verificar, em plantas
submetidas ao Pb, um espessamento da endoderme como em
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plantas de Schinus molle (Pereira et al., 2013). Desta forma, o
aumento no cortex e na endoderme observado nas plantas de
E. grandiflorus pode ser relacionado a uma restri¢ao no fluxo
do poluente da solu¢do para o cilindro vascular das raizes,
diminuindo o fluxo deste elemento para a parte aérea das plantas
ereduzindo seus efeitos toxicos. Este é um mecanismo comum
em plantas submetidas ao Pb, observando-se maior restrigdo
deste poluente nas raizes, como forma de tolerar sua toxicidade
(Sharma & Dubey, 2005) e o mesmo resultado pode ser
observado para muitas outras plantas submetidas a diferentes
metais toxicos (Krdamer, 2010). Assim, o espessamento da
endoderme e do cortex de plantas de E. grandiflorus pode ser
considerado como os principais mecanismos que promoveram
o acumulo do Pb no sistema radicular dessas plantas, sendo
este um importante mecanismo para impedir que referido
poluente afete os tecidos fotossintéticos das folhas e mantenha
a fotossintese e o crescimento das plantas.

Os tecidos vasculares das raizes foram modificados
pelas concentragdes de Pb em E. grandiflorus. Observa-se
reduc¢do na proporcdo de xilema no cilindro vascular em
fun¢do do aumento na concentragdo de Pb na solugédo (y =
-0,3109x? -2,8912x + 50,447 e R? = 0,33). Contudo, houve
um aumento na proporgio do floema em fun¢io do aumento
das concentragdes de Pb (y = -0,3357x* -2,9742x + 49,404 ¢
R? = 0,40). Apesar da redugdo na propor¢ao do xilema no
cilindro vascular, observa-se um aumento na propor¢io em
area ocupada pelos elementos de vaso no cilindro vascular
(Figura 4C) e na area no xilema (Figura 4D) nas menores
concentragdes de Pb; constata-se, porém, uma queda da
propor¢do de elementos de vaso a partir da concentragdo de
1,5 uM de Pb.

O floema ¢ um dos principais tecidos para a manutengéao
do crescimento radicular pois transporta fotoassimilados para
as regides meristematicas da raiz permitindo a proliferagdo
celular e o crescimento das raizes (Castro et al., 2009). Em
condi¢des de exposi¢do ao Pb, a atividade dos meristemas
radiculares tende a diminuir em plantas nao tolerantes (Pereira
et al,, 2013a) podendo demonstrar varias injurias estruturais
(Jiang & Liu, 2010). Desta forma, o aumento na propor¢iao
de floema no cilindro vascular das raizes de E. grandiflorus
pode ser um importante mecanismo de defesa ao Pb, uma
vez que permite manter a aloca¢do de fotoassimilados para o
crescimento das raizes.

Em fun¢do do aumento na propor¢io do floema houve
redugdo na propor¢do de xilema no cilindro vascular das
raizes. Apesar desta reducdo na proporc¢io de xilema,
observou-se um aumento na propor¢ao de elementos de
vaso, a qual pode ser uma forma de compensagio visto que
os elementos de vaso sdo as principais células condutoras de
agua e nutrientes em angiospermas (Castro et al., 2009) sendo
que o seu aumento pode ser relacionado a uma capacidade
maior de condugédo no xilema; desta forma, as modificagdes
observadas no xilema radicular de E. grandiflorus podem ser
consideradas benéficas e parte da tolerancia da espécie ao Pb
pois ndo denotam fitotoxicidade e permitem atribuir uma
eficiéncia maior para o xilema e floema, quanto ao potencial
de condugdo.
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CONCLUSOES

1. As plantas de Echinodorus grandiflorus sio capazes de
acumular chumbo em niveis acima dos considerados téxicos
elemento este que fica alocado em suas raizes.

2. Asraizes da espécie sdo tolerantes aos efeitos do chumbo
nio demonstrando necrose em seus tecidos nem perda
funcional para absorgdo de dgua e nutrientes.

3. As raizes de E. grandiflorus aumentam a exoderme e o
cortex na presenca de Pb retendo o elemento neste 6rgao; além
disto, aumentam a proporgdo de floema no cilindro vascular
permitindo a manutengao do crescimento do sistema radicular
da espécie.
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