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RESUMO

A contaminacdo de solos e agua com poluentes quimicos representa grande problema
ambiental com implica¢des para a sade humana e animal. O cddmio (Cd) se apresenta
como um elemento altamente toxico e com isso, a fitorremediacdo surge como uma
alternativa para amenizar esse problema. No presente trabalho realizou-se um estudo de
crescimento in vitro e uma analise anatdmica com Brassica rapa. O objetivo deste
trabalho foi identificar possiveis danos fisioldgicos e anatbmicos que ocorrem nos
Orgdos da planta sob o estresse causado por Cd. Para isso, sementes foram desinfestadas
em hipoclorito de s6dio com 2% de cloro ativo durante 10 minutos. Apos a assepsia, as
sementes foram inoculadas em diferentes concentragdes de Cd (5; 50 e 100 ppm), além
do controle, e mantidas em estante de fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 40 pmol
m2 s fornecida por luz branca fria a 25+5°C por 40 dias. Foram realizadas anélises da
germinacdo e indice de velocidade de germinacdo (IVG), nimero de plantulas, nimero
de folhas, e as porcentagens dos seguintes parametros: abertura do gancho plumular
(AGP), cotilédone verde (CV) e hipocotilo reto (HR). As andlises foram feitas aos 5, 20
e 40 dias de cultivo. O material vegetal também foi fixado para analises anatbmicas em
microscopio optico. Os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando o
software SISVAR®. Foram observados que nos seguintes parametros: AGP, CV e HR
ocorreu uma interacdo significativa (concentragfes de Cd x dias de avalia¢do). Os
resultados mostraram um comportamento linear ou polinomial, ambos decrescentes, na
medida em que se aumentava a concentracao de Cd. Para o desenvolvimento da plantula
e formacdo de folhas foram observadas o mesmo comportamento decrescente. Os
estudos anatomicos caulinares evidenciaram que o Cd em concentragdes elevadas
causou alteragBes nas estruturas dos feixes vasculares, tanto no nivel do xilema quanto
do floema. Os resultados encontrados nesse estudo demostraram que Brassica rapa
possui potencial para ser utilizada como uma espécie fitorremediadora sob niveis

moderados de Cd.

Palavras-chave: anatomia; cultura de tecidos; fitorremediagdo; metal pesado.



ABSTRACT

Contamination of soil and water with chemical pollutants represents a major
environmental problem with implications for human and animal health. Cadmium (Cd)
presents as a highly toxic element and with this, phytoremediation appears as an
alternative to soften this problem. In the present work an in vitro growth study and an
anatomical analysis with Brassica rapa were performed. The objective of this work was
to identify possible physiological and histological damages that occur in the organs of
the plant under stress caused by Cd. For this, seeds were disinfested in sodium
hypochlorite with 2% active chlorine for 10 minutes. After the asepsis the seeds were
inoculated at different concentrations of Cd (5, 50 and 100 ppm), in addition to the
control, and kept in a 16-h photoperiod shelf with irradiance of 40 umol m2 s provided
by white light Cold at 25 £ 5°C for 40 days. Germination and germination velocity
index (IVG), number of seedlings, number of leaves, and percentages of the following
parameters were analyzed: plumulate hook opening (AGP), green cotyledon (CV) and
hypocotyl straight (HR). The analyzes were done at 5, 20 and 40 days of culture. Plant
material was also fixed for anatomical analysis under an optical microscope. Data were
submitted to analysis of variance using SISVAR® software. It was observed that in the
following parameters: AGP, CV and HR there was a significant interaction
(concentrations of cd x days of evaluation). The results showed a linear or polynomial
behavior, both decreasing, as the concentration of Cd was increased. For the
development of the seedling and leaf formation the same decreasing behavior was
observed. The cauline anatomical studies evidenced that the Cd in high concentrations
caused alterations in the structures of the vascular bundles, at both the xylem and
phloem levels. The results found in this study demonstrated that Brassica rapa has

potential to be used as a phytoremediation species under moderate levels of Cd.

Key words: anatomy; tissue culture; phytoremediation; heavy metal.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo de solos e dgua com poluentes quimicos representa grande
problema ambiental com implicacbes para a salde humana e animal (GAETKE;
CHOW, 2003; GALLEGO et al., 2012), e a sua bioacumulagdo na cadeia alimentar
pode ser altamente perigosa (GALLEGO et al., 2012). O método de fitorremediagéo é
utilizado para auxiliar no tratamento de areas onde sdo destinados residuos sélidos
urbanos, em um processo biotecnolégico que consiste em utilizar plantas para a
remediacdo de contaminantes presentes no solo e na dgua (CUNNINGHAM et al.,
1996).

Os métodos in situ sdo os mais adequados, entretanto sua eficiéncia ira depender
de algumas caracteristicas do local estabelecido, concentracdo dos metais pesados a
serem removidos, além do uso final do ambiente contaminado (CUNNINGHAM et al.,
1996; SIQUEIRA et al., 1999). O tratamento de areas contaminadas por metais pesados
através de processos fisico-quimicos, além de apresentarem custos elevados,
constantemente causa falhas indesejadas, como a necessidade de remoc¢édo de parte do
solo (MULLIGAN et al., 2001). Por essa razdo, o uso da fitorremediacdo, técnica
baseada no uso de plantas capazes de absorver e acumular em seus tecidos metais
pesados e outros compostos quimicos do solo e da agua, ganhou grande destaque em
pesquisas durante as ultimas décadas (MAINE et al., 2004; SKINNER et al., 2007).

O género Brassica possui aptiddo para a fitorremediacdo. J& foi reportada a
capacidade de Brassica juncea, Brassica napus e Brassica rapa (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2000) possuirem uma potencialidade para remediar solos com altos teores
de contaminantes, dentre eles, o cadmio (USEPA, 2000).

Dessa forma, a investigacdo do desenvolvimento das plantas em diferentes
niveis de contaminagdo por metais se torna relevante. Neste trabalho foi avaliado
diferentes niveis de concentracdes de cadmio in vitro, utilizando-se Brassica rapa como
modelo experimental, a fim de verificar a adaptacdo da planta a diferentes graus de
contaminacdo e a possiveis danos celulares e teciduais, que podem ocorrer nos 0rgaos

da planta sob o estresse causado por diferentes concentragdes de metal pesado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cadmio

O solo tem sido habitualmente o coletor mais comum para residuos contendo
metais pesados (JADIA; FULEKAR, 2008). As atividades antropogénicas sdo as
principais fontes de poluicdo de metais pesados em todo o mundo (ALI et al., 2013).
Entre os metais pesados, o cadmio (Cd) & um elemento altamente tdxico. A
contaminacgéo por Cd na cadeia alimentar constitui a principal fonte contaminante do Cd
para a populagdo em geral, e é a principal restricdo para a seguranca alimentar e a
qualidade da terra agricola (ATAFAR et al., 2010).

O tempo de persisténcia desse elemento no solo excede milhares de anos
(ALLOWAY, 1993). Além disso, o Cd é um metal pesado altamente toxico para
plantas, animais e para 0 homem. A contaminagdo por esse elemento se d& por meio do
uso de solo contaminado para fins agricolas, ja que esse elemento tem uma facilidade de
ser transferido da solucdo do solo para as plantas, entrando na cadeia alimentar
(JARUP, 2003). O Cd em concentracOes excessivas tem o potencial de causar diversos
problemas a salde, dentre os quais destacam-se: cancer, lesdes dsseas, insuficiéncia
pulmonar, efeitos teratogénicos, distarbios renais, anemia, hipertensédo e perda de peso
(KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007; GAD 2014).

Embora ndo seja um elemento essencial as plantas, os ions de Cd sdo
prontamente absorvidos pelas raizes e translocados para a parte aérea, afetando o
crescimento, processos fotossintéticos e a absorcdo de nutrientes (MISRHA;
TRIPATHI, 2008). De uma forma geral, o efeito do Cd em plantas provoca o
enrolamento e a clorose nas folhas e a redugdo no crescimento. Além disso, inibe a
atividade de diversas enzimas, como a redutase do nitrato, provoca danos ao aparelho
fotossintético e prejudica a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (TOPPI; GABBRIELLI,
1999).

2.2 Absorcdo do cadmio pelas plantas
Dada & baixa concentragdo no solo e ao baixo grau de difusdo do Cd, admite-se
que o contato desse elemento com a raiz seja por fluxo de massa ou por interceptacédo

radicular (LUX et al., 2011). A absorcdo do Cd pelas plantas é estabelecida pela
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concentracdo desse elemento no solo e sua disponibilidade biolégica. A
biodisponibilidade do Cd é influenciada por vérios fatores: presenca de matéria
organica, exsudatos radiculares, presenca de micorrizas, potencial redox do solo,
temperatura, concentracdo de outros elementos e, principalmente, do pH (PAL et al.,
2006).

O pH é o principal fator que governa a disponibilidade do Cd no solo, devido ao
seu efeito na adsorcdo. Em geral, ocorre diminui¢do na solubilidade com o aumento do
pH e pode haver a formagéo de substancias hidroxiladas como o Cd(OH)?, Cd(OH)* e
compostos com fosfato Cd3(PO*)? (DIAS et al., 2001; MALAVOLTA, 2006).

O Cd pode chegar ao xilema pela via simplastica através do citoplasma de
células individuais do cortex, ligadas por plasmodesmos ou pela via apoplastica,
movimentando-se livremente sem nenhuma restricdo pela interconexdo das células da
epiderme e do cortex, onde seguem para a parte aérea (LUX et al., 2011). Boa parte dos
ions desse elemento que sdo absorvidos pelas plantas mantém-se nas raizes e somente
uma pequena quantidade é transportada para a parte aérea. Normalmente, a distribuicéo
de Cd nos diferentes 6rgdos das plantas diminui na ordem a seguir: raiz, folhas, frutos,
sementes (HASAN et al., 2009).

2.3 Efeitos tdxicos do cadmio nas plantas

O Cd, em altas concentracdes provocam toxicidade para as plantas. Efeitos que
podem ser causados por meio da competicdo com nutrientes minerais, impactando a
nutricdo mineral ou, apos a absorcao pela planta, esses metais se acumulam nos tecidos
e compartimentos celulares, dificultando o metabolismo em geral (HASAN et al.,
2009).

Devido a interacdo do Cd com enzimas e proteinas que contém grupo sulfidrila,
a contaminacdo por esse elemento causa a reducdo da atividade enzimatica nos mais
variados processos metabolicos, tais como na sintese de clorofila, fixacdo de CO- e no
ciclo de Calvin (SEREGIN; IVANOV, 2001; GUIMARAES et al., 2008; DELMAIL et
al., 2011). Segundo Malavolta (2006), o Cd tende a se acumular nas raizes e pode-se
citar alguns dos principais sintomas de toxicidade que acomete folhas com margens
pardas, clorose, peciolos e nervuras avermelhadas, enrolamento das folhas e raizes
pardas.

No nivel metabdlico, a transducdo de sinal induzida por Cd desencadeia a

producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que incluem anion superdxido (02),
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radical hidroxilo (OH") e per6xidos de hidrogénio (H202) (SANDALIO et al., 2001,
RANIERI et al., 2005; KHAN et al., 2007), o que pode resultar em danos a membrana e
destruicdo de organelas celulares e biomoléculas (EKMEKC et al., 2008). Este dano
oxidativo poderia ser responsavel pela toxicidade de Cd (LIN et al., 2007;
ARASIMOWICZ-JELONEK et al., 2011).

2.4 Fitorremediacao

A grande diversidade de classes de poluentes que s@o depositadas no ambiente
dificulta os processos de descontaminacdo de ecossistemas no geral. A fitorremediagéo
fundamenta-se na utilizacdo de plantas para a remocdo desses contaminantes e é uma
técnica que apresenta resultados significantes. E de baixo custo e ocasiona 0 minimo de
mudanca ao solo quando comparado com outras técnicas (HENRY, 2000; GRATAO et
al., 2005).

Para 0 uso em elementos toxicos, essa técnica requer a identificagdo de plantas
hiperacumuladoras em que a concentracdo final presente em seus 6rgéos, seja, maior do
que no meio contaminado, o que é possivel devido as estratégias e mecanismos
desenvolvidos contra a fitotoxicidade desses elementos (MIRETZKY et al., 2004;
GRATAO et al., 2005).

A fitorremediacdo pode ser executada por diferentes processos como degradacédo
do poluente na propria planta ou na rizosfera, ou por mecanismos como o de
fitoextragdo em que os poluentes sdo absorvidos e acumulados. Outros procedimentos
como a fitoestabilizagdo, que reduz a biodisponibilidade dos contaminantes, a
fitovolatilizacho e a fitoestimulagdo também sdo consideradas respostas
fitorremediadoras (SALT et al., 1998; PILON-SMITH, 2005).

Apesar de existir limitacdes, os efeitos favoraveis da técnica de fitorremediagéo
a tornam um método alternativo, que propicia boas perspectivas. Porém, a escolha de
plantas que apresentem maior potencial fitorremediador é de extrema importancia
(CUNNINGHAM et al.,1996). Algumas caracteristicas sdo indicativas para a selecdo de
uma espécie, como: capacidade de absorcdo, acumulacdo e/ou metabolizacdo e
tolerancia ao poluente. Além disso, é desejavel que a planta apresente capacidade de
desenvolver-se em ambientes diversificados, alta taxa de crescimento e produgéo de
biomassa e facilidade na remocdo da planta da area contaminada. Tais caracteristicas
sdo fundamentais as plantas para expressar seu maximo potencial de remediacdo (SALT

et al., 1998; PIRES et al., 2003). Porém & oportuno destacar-se que dificilmente uma
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espeécie tera todos esses atributos reunidos, contudo devera ser selecionada aquela que

agrupar o maior nimero de qualidades possiveis (WOLFF et al., 2009).

2.4.1 Estudos de fitorremediacao in vitro

A cultura in vitro tem papel imenso na propagacdo de plantas em grandes
guantidades com caracteres desejados, como também tem sido usada como uma
ferramenta para a conservacdo e propagacdo rapida de plantas raras e ameacadas, de
importancia econdmica. Este método permite a reproducdo idéntica dos parentais
selecionados, seguindo a manutencéo da fidelidade genética (CHEN et al., 2002).

A técnica de cultivo de tecidos vegetais in vitro tem como objetivo estabelecer o
crescimento de células e tecidos num ambiente artificial sem contaminagdo e favorecer
a multiplicacdo de uma plantula. A cultura de tecidos vem sendo uma técnica
amplamente utilizada como método biotecnologico para estudo de metabolismo,
fisiologia, desenvolvimento e reproducdo de plantas, promovendo assim maior numero
de plantas em menor tempo, além de ser uma ferramenta conveniente para estudos de
fitorremediacdo (CHAUDHRY et al., 2005; LEBEAU et al. Al., 2008).

2.5 O Género Brassica (Brassicaceae)

Brassicaceae Burnett é uma das maiores familias de Angiospermas. Esta inserida
na ordem Brassicales, classe Magnoliopsida, filo Magnoliophyta. Esta familia consiste
cerca de 325 géneros e 3.740 espécies, com distribuicdo geografica ampla. Tem sua
maioria de espécies encontradas principalmente em regies temperadas (MARZOUK et
al., 2010) e de clima seco dos Hemisférios Norte e Sul. No Brasil, 0 género esta
representado por duas espécies nativas: Brassica juncea (L.) Czern. e Brassica napus L.
(SOUZA, 2015).

As espécies desta familia possuem porte herbaceo, podendo existir alguns
arbustos e trepadeiras. Surgem como anuais ou perenes, dependendo da espécie. A sua
capacidade de dispersdo e a sua capacidade de colonizar diversos ambientes, entre
outros fatores, o que torna alguns membros desta familia em plantas invasoras (BASU,
S.; CETZAL-1X, W.,2014)

A aplicabilidade dessa capacidade extratora as brassicas estdo sendo testadas
para identificar metais pesados em substratos diversos, sendo candidatas a
fitorremediacdo (HAN et al., 2004; PODAR et al., 2004; LINDBLOM et al., 2006). B.

napus L. é um exemplo de espécie que acumula grandes quantidades de metais pesados
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na raiz (MESTEK, 2007). B. oleracea L. var. acephala demonstrou ser acumuladora de
selénio, também é apontando por apresentar grande quantidade de luteina e B-caroteno
em seus tecidos, todos com propriedades antioxidantes (LEFSRUD et al., 2006).

2.6 Anatomia vegetal

Na anatomia vegetal, sdo estudadas as modificacGes que ocorrem nas estruturas
interna das plantas em funcdo de pressfes ambientais, viabilizando a aclimatacdo do
organismo aquelas condi¢des ou manifestar sensibilidade a tais situacdes. (GRISI et al.,
2008; CASTRO; PEREIRA; COSTA et al., 2009; PAIVA, 2009).

As modificagdes na anatomia do hipocoétilo das plantas podem envolver
diferencas na espessura da epiderme, cortex, endoderme, exoderme, bem como no
tamanho das células, na vascularizacdo (formacdo de xilema e floema), no cilindro
vascular e na proporcdo de aerénquimas (VASELLATI et al., 2001; PEREIRA et al.,
2008; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

Dessa forma, as respostas anatdmicas do caule das plantas podem ilustrar
caracteristicas que permitam a adaptacdo a um determinado tipo de estresse ou, efeitos
deletérios promovidos pelo estresse. Assim, pode-se utilizar essa ferramenta no

monitoramento dos efeitos dos elementos toxicos nas espécies em estudo.
3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Avaliar diferentes concentracdes de cAdmio in vitro, utilizando-se Brassica rapa

como modelo experimental.

3.2 Objetivos especificos

e Estabelecer o cultivo in vitro de B. rapa sob diferentes concentragdes de cadmio.

e Analisar a anatomia caulinar da B. rapa cultivada in vitro sob diferentes

concentragdes de cadmio com o respectivo controle.

e ldentificar os possiveis danos fisioldgicos e anatomicos que ocorrem nos 6rgaos

da planta sob o estresse causado pelas concentra¢fes do metal pesado.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio Multiusuario, do Departamento do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, durante
a vigéncia 2016/2017.

4.1 Material vegetal
As sementes de B. rapa utilizadas nos experimentos foram obtidas a partir de

plantas provenientes do municipio de Estiva, Minas Gerais.

4.2 Meio de cultura

Neste experimento, foram testados os meios de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) modificado, onde o nitrato de amonia e o de potassio foram substituidos
pelo produto comercial Kristalon com as seguintes concentragfes em porcentagem (15-
5-30) dos elementos N, P e K.

4.3 Materiais, recipientes, volumes e esteriliza¢éo dos meios de cultura

Foram utilizados frascos com capacidade de 250 ml, vedados com tampa de
polipropileno. Utilizou-se 30 ml de meio de cultura/recipiente. O meio de cultura com
agar foi homogeneizado, por meio de um ebulidor por trés vezes a uma temperatura de
100°C. Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C (Autoclave
Stermax digital 40 litros horizontal 220V) sobre pressdo de 1,05 kg/cm?, durante 15

minutos.

4.4 Preparo do meio de cultura

As solucBes-estoque do meio MS aplicado ao experimento, apresentam
concentracdes em mg/L, 100 vezes maior que a concentracdo final do meio. As solucgdes
ficaram armazenadas em frascos e em geladeira. Os estoques de macro nutrientes foram
dissolvidos em 250 mL de agua destilada. Em seguida, completou os respectivos
volumes para 500 mL, sob agitacdo, e depois armazenadas em frascos na geladeira. O
estoque de micronutrientes foi preparado dissolvendo-se cada um dos micronutrientes,
um apés o outro, em 250 mL de &gua destilada, completando o volume para 500 mL,

seguido de agitacdo. O preparado foi colocado em frasco e armazenado em geladeira.
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O estoque de Fe-EDTA foi preparado com a diluicdo de Na2EDTA em 225 mL
de &gua destilada morna. Apos dissolucdo, manteve a agitacao e adicionou lentamente o
FeSO* Apo6s dissolucio, o volume foi completado para 500 mL sob agitagdo constante.
A solucdo foi colocada em frasco ambar e armazenada em geladeira.

Para o preparo do meio de cultura, primeiramente, foi definir a quantidade de
meio a ser preparado, no caso deste trabalho a quantidade necessaria de agar foi de 7g
L? e de 30g L? de sacarose. Colocou-se 40% do volume de agua destilada em um
recipiente apropriado ao volume final a ser preparado. Pipetou-se as solu¢des-estoques e
dissolveu-se a sacarose. O pH foi ajustado com auxilio de micropipeta e solucdes
préprias, sempre sob agitacdo. O pH final foi ajustado em 5,8 através de pHmetro
(Hanna, pH 21, pH/mv meter). Em outro recipiente, colocou-se 0 agar e a outra metade
do volume final (dgua) que foi dissolvido por meio de um ebulidor a 100°C, agitando-se
de vez em quando. O agar dissolvido foi juntado aos sais e distribuido nos frascos de
cultivo antes da autoclavagem a 121 °C (Autoclave Stermax digital 40 litros horizontal
220V), por 20 minutos. Foram testadas quatro concentra¢des de cadmio: 0, 5, 50 e 100

ppm.

4.5 Assepsia dos explantes

As sementes foram, lavadas em agua corrente e detergente comercial neutro por
um periodo de 10 minutos. Em camara de fluxo laminar (Filterflux modelo: SBLLA1-
960/4) as sementes foram desinfestadas com 70% (v/v) de solucéo de alcool durante 30,
seguida de imersdo em solugdo de hipoclorito de sddio (NaClO) comercial, com 2% de
cloro ativo, na proporcao de 50% (v/v) com &gua destilada por 10 minutos. Em seguida
as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada, inoculados nos
diferentes tratamentos de Cd (0, 5, 50 e 100 ppm) e mantidos durante 40 dias em estante
de fotoperiodo de 16 horas, irradiancia de 40 umol m s fornecida por luz branca fria e
temperatura de 25£5°C. Ao fim deste periodo os explantes foram analisados.

4.6 Germinacao e indice de velocidade de germinacéo (IVG)

O IVG ¢é um indice calculado a partir dos dados de contagem de sementes
germinadas e que tem por objetivo estabelecer as diferencas na velocidade de
germinacdo de acessos, grupos ou lotes de sementes. O célculo é o somatorio do

numero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos
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entre a semeadura e a germinacdo (MAGUIRE, 1962). Nesse experimento foram

avaliadas as sementes germinando até o 5° dia ap0s a inoculagdo (Equacéo 1).

IVG = (G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) + ... + (Gn/Nn), em que: (Eq. 1)

IVG: indice de velocidade de germinag&o;
G1, G2, G3, ..., Gn: numero de sementes germinadas computadas na primeira, segunda,
terceira e Ultima contagem;
N1, N2, N3, ..., Nn: nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira e Gltima
contagem.

Para o IVG, foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram

protrusao radicular.

4.7 Anélises de crescimento in vitro

O experimento foi conduzido com 20 frascos no total, com trés concentragdes de
Cd (5; 50 e 100 ppm), mais o controle. Foram utilizados quatro frascos por tratamento,
onde, cada frasco continha 15 sementes.

Os parametros abertura do gancho plumular (AGP) e cotilédone verde (CV)
foram avaliados durante o 5° 20° e 40° dia ap6s a inoculagdo. O delineamento
experimental casualizado adotado foi em um esquema fatorial (4 concentragdes x 3
periodos de avaliagcdes) com cinco repeticoes.

Para os parametros hipocétilo reto (HR), formacdo de pléntula e nimero de
folhas, as avaliagbes foram avaliadas no 40° dia apds a inoculagdo. Para o HR, foi
considerara a disposicdo linear do eixo hipocotilo; o parametro plantula foi considerado
0 desenvolvimento de sistema radicular e parte aérea; para o parametro numero de

folhas, a quantidade final deste 6rgéo foi analisada.

4.8 Estudo anatémico

O material foi fixado em FAA, 50 % (formaldeido, acido acetico glacial, etanol
50 %) por 48 h e, posteriormente, conservado em alcool etilico 70° G.L. (JOHANSEN,
1940), para utilizagdo nos estudos anatémicos.

Para as analises do caule em sec¢es transversais, foram realizados cortes a mao
livre, utilizando laminas cortantes comerciais, para sua caracterizacdo estrutural. As

seccOes foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 2%, neutralizadas com acido
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acetico a 0,2%, lavadas com agua destilada e coradas com uma solucéo de azul de astra
e safranina 1% (JOHANSEN, 1940). Posteriormente os cortes foram montados entre
lamina e laminula com gelatina glicerinada (50%) e observados ao microscépio éptico
(Leica DM750, Switzerland) com sistema Qwin acoplado a uma camara de video (Leica
ICC50 HD) para captura de imagens.

As seccOes transversais foram realizadas nas mesmas regides para todas as
concentragdes. A regido escolhida foi entre o inicio do sistema radicular e o hipocotilo,
por apresentarem células que irdo se especializar, ganhando uma funcéao, e também por

estarem presentes nas plantulas em todas as concentragoes.

4.9 Analises estatisticas

Os dados originais foram transformados pela raiz quadrada do arcoseno de x e
submetidos a analise de variancia. As médias foram testadas, quando houve diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos, utilizando o software SISVAR®

(FERREIRA, 2011).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Indice de velocidade de germinacéo

No IVG de B. rapa durante cinco dias iniciais, ndo foram observados nenhuma
diferenca significativa. Houve germinacdo das sementes, ocorrendo a protruséo
radicular, em todos os tratamentos estudados. O valor médio observado para o IVG foi
9,4, variando entre o valor minimo de 7,8 para a concentracdo de 50 ppm e o valor
méaximo de 10,8 para a concentracao de 5 ppm de Cd. Isso indica que esse elemento nao
estd afetando a germinacdo até 5° dia apds a inoculagdo, consequentemente a B. rapa

germina normalmente (Figura 1).



24

Figura 1. Protrusdo das radiculas de sementes de Brassica rapa na avaliacdo do indice
de velocidade de germinacéo (IVG). Barra: 1,5

A germinacdo é a continuacdo da atividade metabdlica para o crescimento do
embrido que poderé se desenvolver e formar uma plantula, definindo assim sua fase
inicial. Foi nessa fase onde ocorreu altas taxas da protrusdo radicular, levando em
consideracdo todas as concentracdes estudadas. Entretanto, sabe-se que o Cd é um
elemento toxico, sendo a concentracdo que ndo causa dano aos tecidos vegetais é de
0,05-0,2 mg kg, levando em consideracdo que em niveis, cujo, solo ndo contaminado
estdo geralmente até 2 mg Kg* (ALLOWAY 1995; COLL, 2001).

5.2 Abertura do gancho plumular (AGP)

Ao analisar AGP ao 5° dia ap6s a inoculacao, ndo foi observado uma diferenca
estatistica significativa, ja que periodo analisado a plantula ainda estava em
desenvolvimento inicial. Ja para a analise no 20° e 40° dia ap6s a inoculagdo foi
constatada uma diferenca significativa, ocorrendo uma interagcdo com a concentracgao de
Cd e os dias de avaliacdo. A maior porcentagem de AGP foi de 77% para 5 ppm de Cd
aos 20 dias apds a inoculacdo em uma tendéncia linear decrescente em relacdo as
demais concentracdes testadas (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de AGP e Brassica rapa apds 20 dias de cultivo em meio MS
com diferentes concentracGes de Cd.

J& ao 40° dia apo6s a inoculacdo, a mesma tendéncia linear decrescente foi
observada. A maxima AGP (70%) foi obtida com 5 ppm de Cd. Entretanto foi
observada uma ligeira reducdo nas porcentagens de AGP em todas as concentragdes

testadas em decorréncia de morte de algumas plantulas (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de AGP de Brassica rapa apés 40 dias de cultivo em meio MS
com diferentes concentracGes de Cd.
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5.3 Cotilédone verde (CV)

No pardmetro CV, foi observada uma interacdo significativa entre concentragdes
de Cd e os trés dias de avaliacdo refere-se ao 5°, 20° e 40° dia apds a inocula¢do. Houve
uma diminuicéo linear decrescente na porcentagem de plantas de B. rapa com CV no 5°
dia (Figura 4). E evidente que o aumento nas concentracdes de Cd influenciaram
negativamente o desenvolvimento das plantas apds a germinagdo (Figura 5). Ja para o
20° dia (Figura 6), também foi observado uma redugdo linear decrescente e para o
periodo de 40 dias, o0 comportamento observado foi o de uma curva de regressao de 2°
grau onde nas concentracfes de 50 e 100 ppm de Cd ndo foram registrados mais a
presenca de CV (Figura 7). Em condi¢Ges naturais as concentragdes de Cd se
assemelharam a 50 e 100 ppm (Figura 5C e 5D), as plantulas ndo se se desenvolveram

até os 40 dias de tratamento.
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Figura 4. Porcentagem de CV de Brassica rapa ap0s 5° dia de cultivo em meio MS em
diferentes concentracgdes de Cd.

e — © | -—
Figura 5. Germinacdo das sementes de Brassica rapa até o 5° dia de cultivo em meio
MS com diferentes concentracdes de Cd: controle (A), 5 ppm (B); 50 ppm (C) e 100
ppm (D). Fonte: Préprio autor. Barra: 1,5 cm.
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Figura 6. Porcentagem de CV de Brassica rapa apos 20° dia de cultivo em meio MS
em diferentes concentracdes de Cd.
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Figura 7. Porcentagem de CV de Brassica rapa apos 40° dia de cultivo em meio MS em
diferentes concentracgdes de Cd.

De acordo com Burzynski e Zurek (2007), em um estudo realizado in vitro onde
sementes de pepino (Cucumis sativus L.) foram expostos durante 48h na concentragédo
de 20 e 50 uM de Cd, observaram que esse elemento toxico atingiria os tecidos
cotiledonares. Dessa forma, os tratamentos com as maiores concentragcdes de Cd, como

no presente estudo (50 e 100 ppm), os cotilédones sofreram com o acumulo e
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consequentemente a influéncia do Cd, apresentando sintomas de toxicidade, como:
reducdo do crescimento aos 40 dias de exposi¢do, necrose da regido apical dos foliolos e

clorose nas regides cotiledonares.

5.4 Hipocaotilo reto (HR)

A concentracdo de Cd no meio influenciou significativamente a disposi¢do do
hipocoétilo, onde, o controle e a concentragdo de 5 ppm apresentaram HR de 58% e 72%,
respectivamente. Em concentragdes maiores ao final de 40 dias de avaliacdo nao foram

observadas plantulas com HR (Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de HR de Brassica rapa apos 40 dias de cultivo em meio MS
com diferentes concentracGes de Cd.

No controle e na concentragdo de 5 ppm, observou-se o alongamento do
hipocétilo, com a forma cilindrica e cor esbranquicada (Figura 9A). Ja para as demais
concentragfes o hipocétilo se apresentou curvado, com a forma cilindrica e a cor

esbranquicada com tons escuros proximo a radicula (Figura 9B).
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Figura 9. Hipocotilo reto da Brassica rapa ap6s 40 dias de cultivo em meio MS: (A)
Controle; (B) 50 ppm de Cd. Fonte: Proprio autor. Barra: 1,5 cm.

A espécie de B. juncea tem a capacidade de acumular metais pesados
principalmente em suas raizes, transportando-o e concentrando-o no hipocétilo e nos
brotos (SALT et al., 1997). No presente trabalho, foi observado que em concentragdes
maiores que 5 ppm de Cd, houve uma reducdo no crescimento e desenvolvimento do
hipocotilo (Figura 9B).

5.5 Desenvolvimento da plantula

A porcentagens de plantulas foi avaliada aos 40 dias ap6s a inoculacdo. Os
resultados obtidos mostraram que esse parametro sofreu uma interagdo com a
concentracdo de Cd. As maiores porcentagens de plantulas foram observadas no
controle e a concentracdo de 5 ppm de Cd. Ja para as concentracdes de 50 e 100 ppm de
Cd foi observado um efeito negativo acentuado no crescimento da B. rapa onde

apresentaram baixa porcentagens de formacéo de plantulas (Figura 11).
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Figura 10. Porcentagem de plantulas de Brassica rapa até o 40° dia de cultivo em meio
nas concentragdes de Cd (0; 5; 50 e 100 ppm).

O aumento na concentracdo de Cd alterou de forma o desenvolvimento geral das
plantulas de B.rapa, onde foi detectada clorose nas folhas expostas as maiores
concentragdes. Além disso, a diminuicdo gradual do tamanho das plantas de acordo com
0 aumento da concentracdo desse elemento também foi observada (Figura 12). De
acordo com Rossi e Lima (2001), o efeito fitotdxico do cadmio promove um disturbio
no desenvolvimento e diferenciacdo celular, resultando em mudas anormais. Estes sao
considerados sintomas gerais de plantas a toxicidade por Cd (ZHOU et al., 2008). Mais
ainda, em altas concentragdes o Cd prejudica o crescimento das plantas, visto que o
transporte e 0 uso de macronutrientes como o S, Ca, P e K sdo afetados (DAS et al.,
1997; JIANG et al., 2005).
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Figura 11. Crescimento da Brassica rapa ap6s 40 dias de cultivo em meio MS: controle
(A); 5 ppm (B); 50 ppm (C) e 100 ppm de Cd (D). Fonte: Préprio autor. Barra: 1,5 cm.

5.6 Formacéo de folhas

A quantidade de folhas por planta apresentou diferencas significativas em
relacdo aos tratamentos com Cd aos 40 dias ap6s a inoculacdo. Para as concentracdes de
0 e 5 ppm do Cd ndo apresentaram impedimento ao crescimento foliar, entretanto, a
partir das concentracBes de 50 e 100 ppm do Cd foi observado a ndo ocorréncia de
folhas (Figura 13).
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Figura 12. Numero de folhas de Brassica rapa apés 40 dias de cultivo em meio MS do
controle e das concentracGes de 5, 50 e 100 ppm de Cd.

Indicativos visuais de toxidez foram verificados nas folhas na concentracdo de 5
ppm de Cd. Ao final do periodo experimental, as folhas apresentaram clorose e
crescimento reduzido (Figura 13). Essa reducdo é provocada pelos baixos teores de
clorofila presentes nas plantas causadas pelo estresse por metais pesados (HORVATH
et al., 1996; CHUGH et al., 1999; DI CAGNO et al., 1999). Stobart et al. (1985)
observou que, 0s metais pesados interferem na biossintese da clorofila. Outro efeito do
Cd é causar alteragdo na troca gasosa foliar (COSTA; MOREL, 1994; LOPEZ
CLIMENT ET AL. 2011) ocasionando o fechamento estomatico em plantas superiores
(POSCHENRIEDER ET AL., 1989).

Figura 13. Crescimento da Brassica rapa ap6s 40 dias de cultivo em meio MS com a
concentracdo de 5 ppm de Cd. Fonte: Proprio autor. Barra: 1,5 cm.
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5.7 Anatomia

Como método de comparacdo das alteracdes celulares entre as concentracdes de
Cd, foi estabelecido o controle onde pode-se observar a presenca de xilema, floema,
parénquima e células epidérmicas (Figura 14A). Na concentracdo de 5 ppm, ndo houve
grandes mudancas, apenas 0 enrijecimento das células (Figura 14B). Para a
concentracdo de 50 ppm de Cd (Figura 14C) houve um aumento de células do floema
ocasionando o encurtamento da regido parenquimaética. J& para a concentragdo de 100
ppm de Cd (Figura 14D), houve uma diminuicdo da presenga de xilema.

Segundo Potter et. al. (2007; 2009) e Vatehova et. al. (2012) diversas respostas a
estresses gerais, como por exemplo a toxicidade de Cd, interrompem a divisao celular
nos tecidos meristematicos e inibem do crescimento. Isso pode ser observado em B.
rapa cultivada in vitro a partir da concentracdo de 50 ppm (Figura 14C). O Cd interfere
com o ciclo celular e o efeito difere marcadamente dependendo da fase de aplicacdo do
ciclo celular (KUTHANOVA et al., 2008).

A exposigdo a metais toxicos pode alterar a estrutura dos feixes vasculares da
planta (MARCHIOL et al., 1996; MUKHTAR et al., 2013). Alteragfes estruturais no
feixe vascular também podem alterar o estado hidrico da planta (GOWAYED;
ALMAGHRABI, 2013).
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Figura 14. Seccdo transversal da regido entre o sistema radicular e do hipocétilo de
Brassica rapa, submetidas as concentragdes crescentes de Cd. Com evidéncia nas fotos,
os tecidos epidérmicos, parenquimaticos e feixe vascular (xilema/floema). A: controle;
B: concentracdo 5 ppm; C: concentracdo 50 ppm; D: concentracdo 100 ppm. Legendas:
X1 - Xilema; FI — Floema.

Um dos principais locais de armazenamento de metais pesados sdo as paredes
celulares de todos os 6rgdos da planta. A maior parte do Cd nas raizes de duas espécies
de Brassica foi encontrada nas paredes celulares (LIU et al., 2007). O depésito de Cd
também foi observado ao longo das paredes celulares do xilema e floema em raizes de
mostarda indiana (MARUTHI SRIDHAR et al., 2005). No presente trabalho pode-se
observar a interferéncia do Cd no sistema vascular do caule de B. rapa, a medida em
que se aumentou sua concentracdo (Figura 14A-D), mais especificamente na
concentracdo de 100 ppm (Figura 14D). Nessa concentracdo ndo foi possivel visualizar
a diferenciacdo dos componentes do sistema vascular, xilema e floema, como também
se observou que ocorreu uma diminuigéo no cilindro central do caule, que se apresentou

nitidamente diminuido em comparacdo com as condi¢cdes de controle. Resultados

similares foram observados por VACULI 'K et al. (2012) na analise anatémica de raizes

de Salix caprea sob efeito do cadmio. Além disso, precipitados avermelhados (corados)
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foram observados no parénquima do caule de B. napa, em comparacdo ao parénquima
limpo da amostra controle, corroborando com as observagOes encontradas por

SRIDHAR et al. (2005), num estudo da acumulagdo do zinco e cddmio por B. juncea.

6 CONCLUSOES

A germinacdo das sementes de B. rapa ndo foram afetadas até o 5° dia apos a
inoculacéo.

Na menor concentracdo de Cd testado (5 ppm), ndo foram observados danos
fisiologicos e anatdbmicos.

O numero de plantulas formadas na concentracdo de 5 ppm de Cd foram
significativamente maior do que aquelas formadas nas demais concentraces.

Foram observadas uma reducdo no cilindro central do caule e na formacéo do
desenvolvimento dos feixes vasculares de plantulas em altas concentragGes de Cd.

Os resultados encontrados nesse estudo mostram que a B. rapa possui potencial
para ser utilizada como uma espécie fitorremediadora sob niveis de concentracédo
moderada de Cd.
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