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Resumo

Diferente dos poluentes organicos, os metais pesados permanecem por muitos anos em ambientes
aquaticos, sendo altamente toxicos para as espécies da fauna e flora. Porém, diversas espécies possuem
a habilidade de adaptagdo e sobrevivéncia nesses ambientes altamente contaminados, podendo ser
tolerantes ou sensiveis a esses elementos, utilizadas como bioindicadoras da qualidade de agua in situ,
devido a capacidade que elas apresentam de absor¢do e acumular em seus tecidos, as substancias
inorgénicas do corpo d’agua de um modo seletivo. Salvinia auriculata destaca-se pela facilidade de
manipulacdo experimental e por ser encontrada facilmente em todo o pais. O presente estudo objetivou
avaliar as alteracBes morfologicas e anatbmicas da Salvinia auriculata exposta a diferentes
concentragdes de Cd e seu efeito no crescimento da planta. O experimento foi conduzido no
laboratério de Anatomia Vegetal IFGoiano/Campus Rio Verde, Goias. Foram utilizados individuos de
Salvinia auriculata, proveniente da empresa Aquarios Plantados, localizada em Belo Horizonte, livre
de contaminacdo de Cadmio (Cd). O material foi cultivado em sistema hidropdnico durante 20 dias e,
apos o periodo experimental, as amostras foram submetidas a técnicas usuais de anatomia vegetal.
Sintomas de toxidez foram observados em decorréncia da presenca de cadmio, a partir da menor
concentracdo, com aparecimento de clorose e necrose. Analises microscopicas evidenciaram aumento
da altura e largura das lacunas do aerénquima, do mesofilo e a reducdo das células da epiderme face
abaxial, decorrente do aumento das doses desse metal. Observou-se que S. auriculata ¢ uma planta
sensivel ao cadmio, sendo assim, indicada ao monitoramento ambiental.
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Abstract

Unlike organic pollutants, heavy metals remain for many years in aquatic environments and are highly
toxic to fauna and flora species. However, many species have the ability to adapt and survive in these
highly contaminated environments and can be tolerant or sensitive to these elements, used as bio-
indicators of water quality in situ, due to the ability they have to absorb and accumulate in their tissues
inorganic substances from the water body in a seletive way. Salvinia auriculata is distinguished by
ease of experimental manipulation and because it is easily found throughout the country (Brazil). This
study aimed to evaluate the morphological and anatomical changes of Salvinia auriculata exposed to
different concentrations of Cadmium (Cd) and its effect on plant growth. The experiment was carried
out in the laboratory of Plant Anatomy of Instituo Federal Goiano (Goiano Federal Institute/Campus
Rio Verde, Goias State, Brazil. Individuals of Salvinia auriculata free of Cadmium contamination
from the Planted Aquariums Company were used, located in Belo Horizonte City, Minas Gerais State,
Brazil. The material was cultivated under hydroponic system for 20 days and, after the experimental
period, the samples were subjected to the usual techniques of plant anatomy. Toxicity symptoms were
observed due to the presence of cadmium in lower concentration, with the emergence of chlorosis and
necrosis. Microscopic analysis showed increasing height and width of the gaps of aerenchyma,
mesophyll, and the cells reduction of the abaxial epidermis surface, resulting from increasing doses of
this metal. It was observed that S. auriculata is a sensitive plant to cadmium; therefore, it is nominated
for environmental monitoring.
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1.INTRODUCAO

A poluicdo do solo e da agua por metais pesados ocorre devido as atividades
industriais, agricolas e pela urbanizacdo, tornando-se um sério problema crescente e
responsavel por impactos no meio ambiente (CARNEIRO et al., 2002). A contaminacdo dos
recursos hidricos por metais pesados tem sido motivo de preocupacdo de pesquisadores e
orgdos governamentais (OLIVEIRA et al, 2001). Alguns desses metais como o chumbo,
zinco, arsénio e o cadmio que, além de serem toxicos em pequenas quantidades, sdo capazes
de se acumular, interferindo na teia trofica.

O cadmio é altamente toxico, frequentemente descartado de forma inapropriada no
ambiente, podendo atingir o solo, 0 meio aquatico ou o ar, por meio da queima de residuos
urbanos e de combustiveis fdésseis, consequentemente contaminando o meio ambiente e
alterando o ecossistema (PINO, 2005). Os problemas decorrentes desse metal, ndo se limitam
apenas a area ambiental. A intoxicacdo por este metal aos seres vivos pode trazer problemas
especificos conforme o tipo de contaminagdo ocorrida: quando a intoxicagdo ocorre por meio
das vias aéreas, pela inalacdo da poeira de Cd, podem ocorrer problemas no trato respiratorio
e nos rins, podendo levar & morte; no caso de intoxicacdo via oral, quando ocorre a ingestdo
de uma quantidade significante de Cd, pode advir envenenamento imediato e danos ao figado
e aos rins; ja na intoxicacdo por contato, podem ocorrer alteracdes genéticas (BRADY e
HUMISTON, 1986; WEBELEMENTS, 2015).

Visando obter uma tecnologia com baixo custo e eficiente, a recuperacdo de areas
contaminadas pela fitorremediacdo utilizando plantas aquaticas tem sido estudada em todo o
mundo (GARDEA-TORRESDEY et al., 2005, VARDANYAN e INGOLE, 2006). Para
avaliar a eficacia da fitorremediacdo, € necessario expor as espécies a serem trabalhadas
frente ao contaminante. Pois, para que uma planta seja um bom fitorremediador, é necessario
que ela acumule concentracGes relativamente elevadas do poluente em seus tecidos, sem
sofrer efeitos de toxidez. Caso a planta seja susceptivel ao poluente, apresentando sintomas,
ela é considerada um indicador ecoldgico da poluicao.

Segundo Paiva (2002), as espécies quando submetidas a ambientes contaminados por
metais pesados respondem de forma muito varidvel, tornando necessario testar o
comportamento de cada espécie e 0 periodo da contaminacdo, sendo importante avaliar o
efeito causado por esse metal na morfologia e crescimento a fim de analisar as consequéncias
sofridas pelas macrofitas, confirmando sua utilizagdo como biondicadora. Devido a falta de

estudo sobre o tema o presente trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos do Cd na



morfologia e anatomia da Salvinia auriculata Aubl. a fim de contribuir com informagdes para

sua utilizacdo em trabalhos de monitoramento ambiental.

2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Anatomia vegetal do Instituto Federal
de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano (IFGoiano/Campus Rio Verde). Individuos
adultos de Salvinia auriculata Aubl. (Salvinaceae) foram adquiridos da empresa Aquarios

Plantados, localizada em Belo Horizonte.

2.1CRESCIMENTO DE PLANTULAS

Individuos adultos de Salvinia auriculata foram desinfetados, utilizando para isso
solugdo de hipoclorito de s6dio 1% com imerséo por 30 minutos nesta solucéo e, depois deste
periodo, foram lavados com agua deionizada para retirada do excesso de hipoclorito.

Posteriormente, as plantas foram previamente selecionadas, a fim de manter a
homogeneidade, colocadas em uma bacia de capacidade de 25 L contendo solucdo nutritiva
de Hoagland-Arnon modificada com 1/5 da forga ionica, pH 6,5 por 6 dias, para a sua
adaptacao.

Apos o periodo de adaptacdo, as plantas foram transferidas para vasos com capacidade
de 1,2 L de solucdo sendo (4 individuos/vasos), mantendo-se ajustando o pH para 6,5 da
solucdo de Hoagland-Arnon, com adicdo das seguintes concentracdes crescentes de Cadmio:
0 (T1); 2,5(T2); 5(T3); 7,5 (T4) e 10 (T5) uM na forma de Cd (NO3),.

As alteragdes morfoldgicas nas folhas foram observadas diariamente durantes 20 dias.

A solucdo foi trocada a cada trés dias e aerada constantemente através de um compressor.

2.2 ANALISES ESTRUTURAL
Amostras foliares de 2 cm? da regido do limbo foliar foram coletadas com o auxilio

de uma pinca e cortadas com navalha descartavel de uma plantula por vaso, apés 20 dias de
cultivo hidropdnico e, fixadas em solu¢do de Karnovsky, (KARNOVSKY, 1965), por 24
horas, desidratadas em série etilica crescente, pré-infiltradas e infiltradas em historesina
(Historesin Leica), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O material foi seccionado transversalmente a Spum de espessura, em micrétomo
rotativo (modelo RM 2155, Leica). Os cortes foram corados com a coloracéo azul de toluidina
0,05% pH 4,0 (O’BRIEN et al, 1964) e montados com Balsamo do Canada. As imagens

foram obtidas em microscopio da marca Olympus modelo BX61 com camera DP-72.



Para as analises micromorfométricas, foram efetuadas medidas das espessuras da
epiderme (faces adaxial e abaxial), do mesofilo e das lacunas do aerénquima (altura e largura)
das folhas. Todos os dados foram obtidos com auxilio do software ImageJ — Image Processing
and Analysis in Java, versdo 1.47, perfazendo um total de 10 observagOes/repeticdo para cada
estrutura avaliada.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 4
repeticdes e 5 tratamentos sendo cada repeticdo composta por 4 plantas por vaso. Os dados
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e regressdo, utilizando-se o programa
estatistico Assistat.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento de plantulas

S. auriculata expostas ao (Cd) apresentaram sintomas visiveis de toxidez, como
clorose e necrose na superficie foliar com tonalidade marrom, até na menor dosagem de
2,5uM (Figura 1B). Com o aumento das doses desse metal adicionado a solucdo nutritiva, as
alteracbes que a planta sofreu foram intensificadas (Figura 1C, 1D, 1E e 1F) quando
comparadas com a testemunha, livre desse gradiente (Figura 1A). Esse € um sintoma claro
observado em plantas terrestres, como cevada (SRIDHAR et al., 2007) e também aquaticas,
como Salvinia auriculata (SIRIWANT et al., 2006) expostas a esse metal.

Segundo Qian et al. (1999), os fons de Cd?* parecem ser eficientemente absorvidos
pelas raizes das plantas, sendo seu transporte para outras partes, muito baixo. Além disso, o
cadmio pode causar diminuicdo do crescimento, atrofia no desenvolvimento radicular,
enrolamento e descoloracdo das folhas (HUTCHINSON e CZYRSK, 1975), necrose nos
tecidos (MAINE et al., 2000) e danos em sistemas metab6licos ou na sintese das proteinas
(OLIVEIRA etal.,, 2001).

Nas concentragcbes mais elevadas (10 e 20 puM de Cd) o sintoma de toxidez mais
comumente observado por Oliveira (2001) trabalhando com aguapé, foi a presenca de clorose
intervernal nas folhas, corroborando com o trabalho presente. O mesmo autor trabalhando
com Salvinia observou a partir de concentracdes de Cd de 5 pM redugdo na capacidade de
sobrevivéncia das plantas, comportamento esse ndo observado no presente estudo.

Estudos mostram que a exposicdo de plantas a concentracbes elevadas de Cd
proporcionam a inibicdo no crescimento e sintomas visiveis de clorose nas folhas (ZHOU et
al., 2008; CLEMENS, 2006), causado pela queda fotossintética, reducdo na absorcdo e no
transporte de nutrientes (LARSSON et al., 1998). Quando expostas a este gradiente, a planta



evidencia danos morfoldgicos, devido & substituicdo do Fe*? pelo Cd*? durante os processos
fisiologicos (STOHS e BAGCHI, 1995). Yoshihara et al (2006) trabalhando com Nicotiana

tabacum observaram que o cadmio causa deficiéncia do Fe*?.

Figura 1. Salvinia auriculata mantidas por 20 dias emsolugdo nutritiva com diferentes concentracGes de Cd.
Controle (A) e tratadas com2,5; 5; 7,5 e 10 uM de Cd (B, C, D E-F) respectivamente. Observaram-se manchas

escuras na parte aérea (—).

3.2 Analises estrutural
Comparadas ao controle (Figura 2A) na regido do limbo foliar, as alterages na

arquitetura do parénquima, com o aumento das lacunas do aerénquima das folhas de Salvinia
auriculata (Figuras 2B, 2C, 2D, 2E e 2F) foram evidentes. Em plantas aquaticas, o
aerénquima desenvolve-se principalmente por desintegracdo de células, seguindo alguns
fatores: a deficiéncia de oxigénio promove a producéo de etileno pelo estimulo anaerdbico, o
qual causa um aumento na atividade da celulase, que conduz a desintegracdo de células e o
desenvolvimento de aerénquima (FAHN, 1982). Neste caso, 0 aerénquima funciona como
uma estratégia alternativa para a obtencdo de O2 (DREW et al., 2000).

O mesmo fato pode ser observado na presenca de Cd, pois este elemento metalico
estimula a produgdo de etileno em espécies vegetais (CHEN e KAO, 1995; TOPPI et al.,

1998). Embora no presente trabalho ndo tenha sido avaliada a concentragdo de etileno nos



diferentes tratamentos, acredita-se que as alteracfes observadas nas lacunas do aerénquima
foliar de S. auriculata podem estar relacionadas a alteracdo nas concentracdes desse horménio
(DANTAS, et al. 2001).

Além de alteracbes nas celulas da epiderme, verificou-se acimulo de conteldos
fortemente corados pelo azul de toluidina (metacromasia) na regido abaixo da epiderme
adaxial (Figuras 2B, 2C e 2D). Tanto na concentracdo de 7,5 uM de Cd como na de 10 pM
alguns pontos da parede se romperam (Figuras 2C, 2E e 2F).

As principais alteragdes causadas por poluentes nas plantas sdo: aumento ou
diminuicdo na producdo de algumas enzimas, alteracdes genéticas, alteracdes quantitativas e
gualitativas de metabdlitos (PASQUALINI et al., 2003; GEROSA et al., 2003; KLUMPP et
al., 2006). Em decorréncia, surgem sintomas como clorose e necrose em tecidos e 0rgaos,
podendo levar a mortandade da planta, como foi observado no presente estudo.

O aumento das doses de Cd na solucéo exerceu efeito negativo sobre o crescimento
das plantas. As plantas apresentaram sensibilidade a esse ion, uma vez que a menor dose deste
metaloide, além de causar sintomas visiveis nas folhas, como deterioracdo do tecido foliar,
influenciou negativamente no seu crescimento, durante os vinte dias de experimento.

Sritdhar et al. (2005) trabalhando com Brassica juncea (L). e P. ferrugineum
observaram que o elemento Zn ocasionou a compactagdo do mesofilo e a diminuigdo dos
espacos intercelulares em suas folhas. J& em E. canadenses, Vecchia et al., (2005) observaram
um aumentos nas células do mesofilo, ap6s a exposic¢do ao ion Cd, diminuindo o nimero de

células por area.
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Figura 2. Limbo foliar de Salvinia auriculata (cortes transversais corados comazul de toluidina), ap6s 20 dias
de experimento. A: controle; B: 2,5uM de Cd; C: 5uM de Cd; D: 7,5 uM de Cd e E-F:10 uM de Cd. Desarranjo
e aumento das lacunas do aerénquima (*). Acimulo de contetdos fortemente corados (circulo). Escala da foto de

200 pm.

Para a altura da epiderme da face adaxial, observou-se que a partir da dose de 2,5 pM
as ceélulas apresentaram maior elongacédo, resultando em aumento da espessura desse tecido
com o aumento das concentragdes de Cd (Figura 3). Plantas cultivadas sem a presenca de Cd
apresentaram células epidérmicas da face abaxial maiores (35,21 pm), enquanto que as
menores médias foram observadas nos tratamentos com 7,5 e 10 uM de Cd (Figura 3). Na
analise de regressdo, o modelo que melhor se ajustou a distribuicdo dos dados foi o linear.
Guglieri, Longhi-Wagner e Zuloaga (2007) trabalhando com folhas de P.aquaticum
observaram reducao da espessura do limbo foliar com 0 aumento das concentracdes de Cd (4,

7,10, 13 e 15 pM de Cd), ndo corroborando com o presente trabalho.
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Figura 3. Anélise de regressdo da altura da epiderme da face abaxial e adaxial das folhas de Salvinia auriculata
cultivadas em solugdo de Hoagland-Arnon, submetidas, a diferentes concentracdes de cadmio.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade. CV (%) = 13.56 (face adaxial),
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 26,29 (face abaxial).

Para a espessura do mesofilo, o modelo de regressdo que melhor se adequou aos
resultados foi o linear. Os tratamentos com cadmio nas doses de 7,5 upM e 10 uM
demonstraram expansédo na espessura do mesofilo (Figura 4). Trabalhando com S.mole, Paulo
(2013) observou o aumento da espessura do mesofilo nas concentragdes de 10 e 20 uM de Cd.
AlteracGes na area e na proporcao dos tecidos foliares podem ser consequéncias devido a
exposicdo continua aos metais pesados (LUX et al., 2011; VACULIK et al., 2012). Assim, 0
aumento de espessura na regido do mesofilo nas maiores concentracdes de cadmio representa

maior didametro das folhas.
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Figura 4. Anélise de regressdo da espessurado mesofilo das folhas de Salvinia auriculata cultivadas emsolugéo
de Hoagland-Arnon, submetidas, a diferentes concentrages de cadmio.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 7,43.



Na figura 5, observou-se que a altura das lacunas do aerénquima em doses mais altas
de caddmio foi maior quando comparadas ao controle. Os tratamentos influenciaram na
elongacdo do aerénquima (Figura 5). Os aumentos das doses apresentaram maiores indices,
podendo observar que o tratamento com 10 pM de cd apresentou 426 pm de espessura,
diferindo dos demais tratamentos (Figura 5). Pereira (2010) trabalhando com E. crassipes
submetidas ao cadmio ndo observou alteragdes na proporcao dos aeréngquimas até nas maiores

concentragdes desse metal.
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Figura 5. Anélise de regressdo da altura das lacunas do aerénquima das folhas de Salvinia auriculata cultivadas
em solucdo de Hoagland-Arnon, submetidas, a diferentes concentragdes de cadmio.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 37.49 (altura das lacunas),
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. CV (%) = 14.58 (largura das lacunas).

4. CONCLUSAO

Salvinia auriculata € uma espécie sensivel ao Cd, apresentando sintomas visiveis de
toxidez, como clorose e necrose, na superficie foliar, a partir da menor dose desse elemento,
restringindo, dessa forma, o seu uso na descontaminacdo de ambientes contaminados. Por
outro lado, é indicada ao programa de monitoramento ambiental como um indicador

ecoldgico.
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