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RESUMO

O cromo (Cr) é proveniente de deposi¢cdes de residuos de origem industrial, como
curtumes, siderurgia, téxtil, metalurgia, papel e celulose e as geradoras de energia,
dentre outras. Em altas concentragfes este metal é altamente toxico para animais,
plantas e seres humanos; e se encontra biodisponivel no ambiente nas formas de
oxidacao tri (Cr*") e hexavalente (Cr®"). A forma Cr** é menos téxica, mais estavel e
de pouca mobilidade nas plantas, enquanto a Cr®" é mais toxica, instavel e
altamente movel. Estudos com Genipa americana em solugdo nutritiva
demonstraram o seu potencial fitorremediador para Cr** e a sua alta tolerancia ao
alagamento do solo, sendo, portanto, uma espécie com potencialidade para ser
usada em recomposicdo de matas ciliares em bacias hidrograficas contaminadas
com Cr. Este trabalho teve como objetivo principal avaliar o papel de G. americana
na fitorremediacdo do Cr, nas formas Cr** e Cr®*, por meio de avaliacdes de trocas
gasosas foliares, crescimento, composicdo quimica e de estudos anatémicos. O
experimento foi conduzido em condicdes de casa de vegetacdo com plantulas
obtidas a partir de sementes germinadas em areia lavada e autoclavada. Aos quatro
meses de idade foram transferidas para solugcéao nutritiva de Hoangland e Arno, com
Y, de forca ibnica, onde permaneceram trés meses para adaptacdo. Logo apos,
foram submetidas as concentracdes de 15 e 30 mg L™ Cr, nas formas de Cr** e Cr®*.
Aos 15 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos, foram realizadas as medi¢des de
trocas gasosas foliares e coletadas as plantulas para avaliagdes de crescimento,
composi¢cdo quimica e estudos anatdbmicos. Os resultados demonstraram que (i) o
Cr®*, uma vez absorvido pelo sistema radicular, foi reduzido a Cr®* tanto na raiz
como na parte aérea; (ii) a absorcédo de Cr pelas raizes, nas formas Cr*" e Cr®,
interferiu na cinética de absorcéo de Cr¥*, Cr®*, zn, Cu, Fe, K, Mg, Ca e P; (i) o
incremento de Cr, na forma de Cr®*, promoveu decréscimo na biomassa de raiz e,
nas formas Cr’* e Cr®" na biomassa da parte aérea; (iv) o Cr** e Cr®" promoveram
aumento de area foliar e alteragbes morfologicas em niveis tissular e celular,
principalmente no nucleo e na membrana plasmatica; (v) o Cr, principalmente na
forma Cr®", promoveu decréscimo na fotossintese liquida por unidade de area foliar,
na condutancia estomatica ao vapor de agua e na transpiracdo foliar; e (vi) o Cr
acumulou em altas concentracées no sistema radicular somente na forma de Cr®".
Concluiu-se que, embora Cr** e Cr®" afetaram o crescimento e o desenvolvimento
das plantulas de G. americana, o cromo, na forma de Cr®*, foi mais téxico que o Cr®".
Entretanto, esta espécie lenhosa demonstrou potencialidades fitorremediadoras,
principalmente como planta fitoestabilizadora de Cr°* e rizofiltradora de Cr*".

Palavras-chave: anatomia, composi¢cdo quimica, crescimento, fitoestabilizacéo,
hiperacumulagéao, jenipapo, metal pesado, rizofiltracéo, trocas gasosas foliares.
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ABSTRACT

Chromium (Cr) originates from depositions of residues of industrial origin, as
tannings, siderurgy, textile, metallurgy, paper and cellulose and those generating
energy, among others. At high concentrations this metal is highly poisonous for
animals, plants and human beings; and is bioavailable in the atmosphere in the
oxidation forms tri (Cr**) and hexavalent (Cr®"). Form Cr** is less poisonous, more
stable and of little mobility in the plants, while Cr®* is more poisonous, unstable and
highly mobile. Studies with Genipa americana in nutrient solution demonstrated it
phytoremediator potential for Cr** and its high tolerance to soil flooding, being,
therefore, a species with potentiality to be used in recomposition of ciliary forests in
hydrographic basins polluted with Cr. This work had as main objective to evaluate the
role of G. americana in the phytoremediation of Cr, in the Cr** and Cr®" forms,
through evaluations of leaf gas exchange, growth, chemical composition and
anatomical studies. The experiment was conducted under green-house conditions
with plantlets obtained from seeds germinated in washed and autoclaved sand. At
four-months of age were transferred to Hoangland and Arno nutrient solution, at %
ionic strength, in which stayed three months for adaptation. Thereafter, were
submitted to Cr concentrations of 15 and 30 mg L™, in the forms of Cr*" and Cr®*. At
15-days after treatments application, measurements of leaf gas exchanges were
done and seedlings were sampled for growth evaluations, chemical composition and
anatomical studies. The results demonstrated that (i) Cr®*, once absorbed by the root
system, was reduced to Cr®" in the root and in the aerial part; (i) the absorption of Cr
by roots, in the forms Cr** and Cr®", interfered in the absorption kinetics of Cr**, Cr®*,
Zn, Cu, Fe, K, Mg, Ca and P; (i) the increment of Cr, in the Cr6" form promoted
decrease in root biomass and, in the forms of Cr** and Cr®" in the biomass of the
aerial part; (iv) Cr** and Cr®" promoted increase in leaf area and morphologic
alterations at the tissue and cellular levels, mainly in the nucleus and in the plasmatic
membrane; (v) Cr, mainly in the Cr®" form, promoted decrease in net photosynthesis
per unit leaf area, in stomatal conductance to water vapor and in leaf transpiration;
and (vi) Cr accumulated in high concentrations in the root system only in the Cr¥*
form. It was conclude that, although Cr*" and Cr®" affected the growth and the
development of G. americana seedlings, chromium in the Cr®* form was more toxic
than Cr**. However, this woody species demonstrated phytoremediator potential,
mainly as a phytostabilizer plant for Cr®* and rhizofilter of Cr**.

Key-words: anatomy, chemical composition, growth, phytostabilization,
hyperaccumulation, genipap, heavy metal, rhizofiltration, leaf gas exchange.
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Figura 12 - Pictograma correspondente a contagem de Cr** em raizes, caules e
folhas de plantulas de G.americana cultivadas em solugdo nutritiva
contendo 15 e 30 mg L™ Cr®". Cada curva representa um valor médio de 6
(=T 0111 [T 0L ST P TP P TPPPPPPPPRPPPPPPPPR 56
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Figura 13 - Pictograma correspondente a contagem de Cr** em raizes, caules e
folhas de plantulas de G.americana cultivadas em solug&o nutritiva contendo
15 e 30 mg L* Cr®. Cada curva representa um valor médio de 6
(=] 0111 [T 0L E ST TP PP PPPPPPPPPPPPR 56
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1. INTRODUCAO

O cromo (Cr) € um metal que se encontra distribuido nos solos, aguas e materiais
biolégicos. E considerado ndo essencial para as plantas, contudo, possui um papel
importante nos seres humanos, participando do metabolismo dos carboidratos
(SAMANTARAY, 1998).

Segundo CASTILHOS et al., (2001a), o Cr ocorre nos ecossistemas em virtude da
intemperizacdo do material de origem dos solos. Além disso, pode ser introduzido por
meio de deposi¢des de residuos de origem industrial, como curtumes, siderurgia, téxtil,
metalurgia do ferro e do aco, papel e celulose e as geradoras de energia, dentre outras.

O Cr dentre as formas encontradas na natureza pode existir em varios estados
de oxidac&o, apresentando valéncia de 2 e 6°. Sendo que, somente duas formas de
valéncia 3" (o céation Cr** e CrOH*) e duas de valéncia 6 (os anions Cr,0;2 e CrO,?)
sdo normalmente encontrados no ambiente. O estado trivalente é a forma
predominante, mais estavel, menos toxica e de baixa mobilidade no solo, em razéo de
sua precipitacdo como 6xidos e hidroxidos em pH superior a 5,0 (RAI, et al., 1989), ao
passo que a forma hexavalente apresenta-se mais instavel, solivel em uma ampla faixa

de pH e com um grau de toxidez maior.

Os procedimentos normalmente empregados para as descontaminacdes de agua
e solo envolvem a reducdo de Cr®* a Cr** por processos quimicos e eletroquimicos, a
exemplo da incorporacdo de Fe?*, Mn%*, carbono organico e, ou diminuicdo do pH.
Outro procedimento também empregado é a biorremediacdo a qual utiliza

microorganismos com tolerdncia aos teores toxicos de Cr, onde alguns géneros
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promovem a reducdo a Cr** por meio da atividade da enzima redutase do cromato ou
por metabolitos bacterianos, tais como o acido sulfdrico (CASTILHOS et al., 2001b). A
descontaminacdo € o uso da fitorremediacdo, uma tecnologia que emprega a
capacidade que algumas plantas tém em concentrar elementos e compostos poluentes
do ambiente e metabolizar em seus tecidos, promovendo a translocacéo, quelacéo,

degradacao e volatizacédo do elemento ou composto (SMITS, 2005; SALT, et al., 1998).

Ha dez anos a fitorremediacdo vem ganhando aceitacdo como uma alternativa
ndo-invasiva de remediacdo de poluentes inorganicos e vem sendo empregada como
uma forma de mitigar os impactos que os metais pesados causam no ambiente (SMITS,
2005). Atualmente, inumeros trabalhos estdo sendo realizados com o intuito de
selecionar espécies vegetais que possuam a propriedade de extrair poluentes,
principalmente os metais de ambientes contaminados. Nos ultimos anos, vem sendo
estudada a capacidade fitorremediadora das plantas aquaticas, principalmente as
macrofitas, cujos resultados demonstraram o potencial de fitoextracdo de metais
através do seu sistema radicular e acumulacdo em seus tecidos (QIAN et al.,1999;

SAMANTARAY et al. 1998; KLUMPP et al. 2002).

As espécies vegetais hiperacumuladoras podem e devem ser utilizadas para
remover metais do solo e concentra-los nos tecidos aéreos. Posteriormente, a parte
aérea e,ou a planta toda sdo colhidas e dispostas em lugar adequado para evitar a
reciclagem dos metais acumulados durante o processo de decomposicdo da matéria
organica. Recentemente, tem crescido o interesse do uso de arvores fitorremediadoras

(ALMEIDA et al., 2007), pois sdo grandes produtoras de biomassa e certas espécies,
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tais como o salgueiro (Salix spp.), com alta variabilidade genética, ja esta sendo
explorado em programas de fitorremediacdo como espécie hiperacumuladora de

cadmio (PULFORD e WATSON, 2003).

A maioria dos pesquisadores que estudam os efeitos do Cr em plantas analisa o
efeito desse elemento no crescimento, na toxicidade, na translocagéao, assim como sua
relacdo com solo/agua. O estudo da especiacdo do Cr em plantas requer uma
investigacao visando o entendimento de quais formas quimicas sdo mais severas e em

guais regides da planta estdo alocadas e, ou armazenadas.

Com o propésito de estudar a diminuicdo da toxicidade do Cr, nas formas Cr** e
Cr® no ambiente, o presente trabalho, utilizou a fitorremediacdo como técnica e o
jenipapeiro como planta arborea fitorremediadora deste poluente. Esta espécie, em
pesquisas anteriores (BARBOSA, 2004) apresentou a capacidade de ser utilizada como
rizofiltradora e fitoestabilizadora de Cr**, com potencialidade de ser utilizada na
recomposicdo de matas ciliares em bacias hidrograficas com niveis elevados de
poluicdo por Cr¥*. A hipétese a ser testada nesse estudo é a capacidade do jenipapeiro
de converter a forma mais téxica do Cr (Cr®*) em uma forma menos toxica (Cr**) em

seus tecidos, portanto, reduzindo o teor da forma mais toxica do cromo no ambiente.
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1.10bjetivos

1.1.2 Geral

Avaliar as potencialidades do jenipapeiro na fitorremediac&o do Cr nas formas tri

(Cr**) e hexavalente (Cr®"), por meio de estudos quimicos, fisiolégicos e anatémicos.

1.1.3 Especificos

Estudar o crescimento, o desenvolvimento e a particdo de matéria seca no
jenipapeiro cultivado em solucdo nutritiva com concentracdes de 15 e 30 mg L™ Cr** e
Cr®, respectivamente. Avaliar os efeitos do Cr’* e do Cr®" sobre as trocas gasosas
foliares. Verificar as possiveis alteracbes provocadas pelo Cr* e pelo Cr® na
morfologia interna de raizes, caules e folhas do jenipapeiro. Determinar as
concentracdes Cr¥*, Cr®* e de alguns macros e micronutrientes minerais (Zn, Cu, Fe, K,
Mg, Ca e P) nos orgdos citados anteriormente, visando elucidar a sua capacidade
fitorremediadora de Cr nas formas de Cr** e Cr® e as possiveis alteracdes promovidas

pelas formas de Cr na sua composi¢cao quimica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Cromo

O Cr € um metal com um nUumero atdmico 24, peso molecular de 51,996 g e
densidade de 7,18 g cm™. Este elemento é encontrado em todas as rochas da crosta
terrestre, a exemplo das eruptivas acidas como o granito (40 ppm) e das ultrabasicas
(dunita e peridotita) e nos produtos do seu metamorfismo, serpentina em particular,
onde o seu teor se encontra na faixa de 2000 e 3000 ppm (MALAVOLTA, 1994).

O Cr é obtido do minério cromita, metal de cor cinza que reage com acidos
cloridrico e sulfarico. Entre as inUmeras atividades industriais e fontes antropogénicas,
destacam-se as galvanoplastias, soldagens, producdo de ligas Fe - Cr, curtume,
producao de cromatos, dicromatos, pigmentos e vernizes.

A toxicidade do Cr depende do seu estado de oxidacdo, no momento em que ele é
lancado no efluente (JORDAO, 1999). Além disso, seus efeitos toxicos sdo variados,
podendo ser introduzido por via dérmica, respiratoria ou por ingestdo, dependendo
também de outras variaveis tais como o tipo do composto, concentracdo e o tempo de
contato.

A contaminacédo por Cr ndo € um problema que se restringe aos limites industriais
ou aos que trabalham diretamente com os compostos, mas € também um problema
ambiental (FERREIRA, 2002), pois sendo cumulativo nos organismos vivos percorre

toda a cadeia alimentar.
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2.1.2 O cromo hexavalente (Cr®") e seus efeitos

O Cr® é utilizado em curtimento de couro, producdo de tecidos, tinturas,
pigmentos e chaparias cromadas. Outras fontes de emissées de Cr®* incluem a
combustdo de 6leo e carvdo, soldadura de aco, pintura industrial, fabricacdes de
coberturas e fabricacBes de torres submersas, que utilizam o Cr® como inibidor da
ferrugem das partes submersas dessas estruturas (PELLERIN ; BOOKER, 2000).

Emissbes atmosféricas e descargas de residuos contendo Cr em efluentes de
rios por diferentes tipos de industria, permitem que o Cr’* esteja presente no ar, na
agua (sedimentos e argila em suspensao) e no solo. Uma vez no solo ou no sedimento,
o Cr pode mudar a sua valéncia, dependendo do ambiente fisico, das substancias
guimicas e das condicdes fisioldgicas dos organismos presente nesses substratos.

O Cr°" é a terceira forma de Cr encontrada na natureza. Um dos motivos pelo
gual vem despertando o interesse, de pesquisadores, em estudar essa forma de Cr é
devido principalmente ao seu impacto na saude humana e os problemas ambientais
causados, em virtude de sua grande maioria ser proveniente de rejeitos industriais.
InGmeras sdo as vias de contaminacdo por Cr®", podendo ser através da pele, por
inalacdo do ar ou p6 contaminado, pelo consumo de alimentos ou ingestdo de agua
contaminada por este elemento metélico. Certas combinagbes de Cr°* foram
encontradas como sendo carcinogénicas para seres humanos. Segundo PELLERIN e
BOOKER (2000), o Cr®* pode se localizar especificamente nos pulmdes e na cavidade
nasal, quando os seres humanos s&o expostos as altas concentracdes de Cr®*, como,

por exemplo, em regides industriais. Nesse caso, o Cr’* pode causar coceiras e
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espirros, seguidos de Ulceras e buracos no septo nasal. Além do mais, quando ingerido,
pode provocar também danos aos rins, nauseas, irritacdes gastrointestinais, Ulceras
estomacais, convulsdes e morte. Por outro lado, em contato com a pele, pode causar
Ulceras na regido dérmica e reacOes alérgicas diversas, pois € um metal altamente
alergénico (PELLERIN; BOOKER, 2000).

Existem muitas controvérsias em relacdo aos efeitos do Cr®* na satde humana,
uma vez que héa vérias rotas de exposicdo a forma hexavalente. Segundo a Agencia
Internacional para a Pesquisa do Cancer (IARC), o Cr®* quando ingerido é largamente
convertido a Cr** no estdmago, um fato que muitos peritos acreditam prevenir
exposi¢coes por meio da ingestao.

A saliva, 0 suco gastrico, as bactérias intestinais, o sangue, o figado, os fluidos
epiteliais, os macréfagos dos alvéolos pulmonares, o parénquima pulmonar periférico e
a arvore bronquial tém sido associados a eliminacdo de Cr®" pelo corpo humano
(PELLERIN; BOOKER, 2000). Estudos realizados por SILVIO de FLORA (1999),
apresentam estimativas da capacidade de varios 6rgdos humanos, populacbes de
células e fluidos em reduzir o Cr®*. Este autor concluiu que as células sanguineas
possuem uma alta capacidade de detoxificacdo por reduzir 100 ng de Cr®* em um
mililitro de sangue em 60 min. Ele afirma que as conseqiiéncias toxicolégicas do Cr®* se
restringem & sua porta de entrada no organismo, e que o Cr’* ndo se apresenta como
uma forma toxica sistémica ou carcinogénica.

COSTA (1997) afirmou que em seres humanos até 10% de Cr® pode ser
absorvido pela exposicdo oral. Além disso, demonstrou que as pessoas expostas ao

Cr" na década de 1980 permaneceram com o referido elemento metdlico no
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organismo, mesmo apds cinco anos de exposicdo ao Cr°*. Devido ao Cr possuir alta
semelhanca estrutural com o fosfato, permite que seja absorvido e transportado por
todos os tipos de células do organismo humano (COSTA, 1997). Uma vez na célula, o
Cr é transformado quimicamente em Cr**, uma forma considerada mais estavel.
Entretanto, isso ndo significa que a célula estd completamente isenta dos efeitos
adversos desse metal.

Um dos principais argumentos da baixa toxicidade do Cr** se baseia no fato de
possuir uma baixa capacidade de penetracdo na célula diferentemente do Cr®*. Porém,
no interior da célula, o Cr** pode provocar mutaces no DNA, uma vez que pode
substituir e mimetizar os fosfatos dessa macromolécula. (PELLERIN; BOOKER, 2000).
Nesse caso, um individuo exposto ao Cr®*, apés sua absorcéo e reducdo a Cr’* em
nivel celular, podera desenvolver cancer, em virtude dessas mutacées. Uma vez no
corpo humano, o Cr pode ser detectado na urina, no soro e no sangue. A realizacao de
testes dérmicos pode indicar a presenca de alergias. Contudo, a determinacdo da
concentracdo de metais toxicos é realizada comumente utilizando sangue e urina

(PELLERIN e BOOKER, 2000).

2.1.3 O cromo trivalente (Cr*") e seus efeitos

O Cr** é consideravelmente menos toxico em relagdo ao Cr®* e de baixa

mobilidade no solo, em razdo de sua precipitacdo com o6xidos e hidroxidos em pH

superior a 5,0 (RAI, et al., 1989). Em descargas de curtumes predomina 0s compostos

de Cr* que, dependendo de alguns parametros caracteristicos do corpo receptor, pode
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ser oxidado a Cr®* (JORDAO, 1999).

Atualmente, o Cr** é reconhecido como um elemento essencial no metabolismo
de carboidratos e de lipideos em seres humanos. A sua atividade biologica esta
relacionada com a potencializacédo dos efeitos da insulina na conversao de glicose em
CO; ou em lipideo (FERREIRA, 2002). Segundo esse autor, os efeitos metabdlicos da
insulina se iniciam com a sua ligacdo ao dominio extracelular do receptor da insulina
junto a membrana plasmatica nas células adiposas e do figado e a ativacéo
subsequente da atividade da enzima cinase da tirosina do receptor, leva a
autofosforilacdo do mesmo, assim como a fosforilacdo de varias outras proteinas
intracelulares . Segundo FERREIRA (2002), o processo se inicia com a ativacao do
receptor da insulina, devido ao aumento da sua concentracdo no sangue. Quando a
insulina se liga ao receptor, os ions Cr passam da corrente sanguinea para as células
insulino-dependentes e se ligam ao receptor da insulina, ativando, posteriormente, a
atividade cinase (aumento da fosforilacéo) do receptor. A funcéo do Cr esta justamente
na ativacao e no controle das reacdes de fosforilagcdo e desfosforilacdo das enzimas
conhecidas como proteinas — cinases, que sao afetadas principalmente pela natureza e

concentracao de ions metalicos.

2.1.4 Fitorremediacao

A utilizagdo de plantas que removam poluentes do ambiente, absorvendo e, ou

transformando em seus tecidos (ALMEIDA et al., 2007; SALT, 1998), vem sendo
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empregada como uma forma de mitigar os impactos que os metais pesados causam no

ambiente. Este mesmo autor dividide a fitorremediac&o nas seguintes areas:

Fitoextracdo: usa as plantas com capacidade de absorcdo dos contaminantes
pelas raizes, os quais podem ser armazenados nhas raizes ou transportados e

acumulados na parte aérea.

Fitodegradacao: utiliza plantas associadas a microrganismos para degradar

poluentes organicos.

Rizofiltracdo: utiliza plantas terrestres para absorver, concentrar e, ou precipitar
0S contaminantes em meio aquoso, particularmente metais ou elementos radioativos,

através do seu sistema radicular.

Fitoestabilizacdo: usa plantas que reduzem a acédo toxica dos poluentes no

ambiente, tornando-os ndo-biodisponiveis.
Fitovolatizag&o: utiliza plantas que volatilizam poluentes.

Os poluentes a serem fitorremediados podem ser organicos ou inorganicos. Os
poluentes organicos encontrados no ambiente sdo principalmente advindos de fontes
antropogénicas, como derramamentos de combustiveis e solventes, atividades militares
(explosivos e armas quimicas), agricultura (fertilizantes e herbicidas), industria
(substancias quimicas), tratamento de madeira, dentre outros. Dependendo das suas
propriedades, esses poluentes podem ser degradados na zona radicular das plantas ou
transportados para a parte aérea (SMITS, 2005; PULFORD; WATSON, 2003). Os

poluentes inorganicos sdo elementos naturais presentes na crosta terrestre ou na
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atmosfera, que podem ser disponibilizados ao ambiente por meio de atividades de
mineracao, agricultura, industriais, etc. Segundo SMITS (2005), esses poluentes néo
podem ser degradados, e sim fitorremediados e armazenados nos tecidos vegetais.
Considera-se como poluentes inorganicos alguns micronutrientes minerais, requeridos
pelas plantas em pequenas quantidades, incluindo Cu, Fe, Mn, Mo, Zn e alguns
elementos ndo esséncias como Cr, Cd, Co, F, Hg, Se, Pb, V e W e isétopos radiativos

como 23U, % Sr (SMITS, 2005).

O baixo custo financeiro, combinado com os fundos limitados destinados a
limpeza ambiental, levou aos EUA, h4 dez anos atras, a investir nessa tecnologia. Esse
pais gastava em média de 25 a 50 bilhées de ddlares por ano e atualmente gasta de 6
a 8 bilhdes, valores bem inferiores em relacdo aqueles que utilizavam a engenharia

como ferramenta despoluidora (SMITS, 2005).

Segundo ALMEIDA et al. (2007) e PULFORD et al. (2001), as arvores em
particular possuem inumeros atributos para serem utilizadas como fitorremediadora de
areas contaminadas com metal pesado. Seus atributos perpassam pela grande
guantidade de producdo de biomassa, sistema radicular profundo, variabilidade
genética, estabilidade na implementacdo de um plano de manejo, valor econémico,
aceitabilidade do publico, dentre outros (PULFORD et al.,, 2001). Estudos realizados
com Azadirachta indica (Neem), demonstraram que as folhas dessa arvore possuem
um alto potencial fitorremediador, podendo ser usada para remover o Cr® em solos

alagados (SHARMA, A. et al., 2004).
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A idéia de se ter uma “tecnologia verde” torna a fitorremediagéo popular, fazendo
com que a aceitabilidade frente as agéncias governamentais seja altamente positiva,
tornando disponiveis 0s investimentos nessa area. Além disso, € uma tecnologia
ecologica e economicamente viavel, podendo ser utilizada em grandes areas, com
possibilidade de remediar a 4gua, o solo e o subsolo contaminados por poluentes
organicos e inorganicos e, ao mesmo tempo, embelezar o ambiente (DINARDI et al.,

2003).

2.1.5 Jenipapeiro

Pertencente a familia Rubiaceae, o jenipapeiro (Genipa americana L.) € uma
espécie pré-colombiana com origem no Norte da América do Sul (SANTOS, 2001). E
encontrado em toda a América tropical, tanto sob cultivo como em estado espontaneo.
Esta também associado as culturas indigenas, que utilizam o corante genipina, extraido
da casca das arvores e dos frutos verdes, para pintar seus corpos de negro, assim
como na marcacdo de utensilios domésticos. Sua distribuicdo geogréfica no Brasil
abrange desde a Guiana e Marajo até Sao Paulo e Mato Grosso (SILVA et al., 1998).

Conforme LORENZI (2002), o jenipapeiro € uma arvore de grande porte, com
altura que varia de 8-14 m e com tronco de 40-60 cm de didmetro a altura do peito.
Apresenta folhas simples, subcoridceas e glabras de 15-35 cm de comprimento. Seu
fruto € uma baga globosa grande, com polpa adocicada. A arvore € semidecidua,
heliéfita, seletiva e higréfila, atributos caracteristicos de espécies tipicas de florestas

pluviais e semi-decidua, situada em varzeas umidas e brejosas. Pode ocorrer também
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em outras formacdes florestais, porém sempre em solos muito tmidos. E encontrada
tanto no interior da mata priméaria como nas formagdes secundarias.

A madeira é moderadamente pesada (densidade de 68 g cm?), flexivel,
compacta, facil de trabalhar e de longa durabilidade, quando ndo exposta ao solo e a
umidade. Pode ser empregada na construcdo civil, na marcenaria para a confeccéo de
moéveis, pecas curvadas, obras de torno, coronhas de armas, batentes de portas e
janelas, carrocerias, cabos de ferramentas e para a carpintaria em geral (LORENZI,
2002). Segundo CORREA (1984), os antigos mexicanos preferiam utilizar a madeira do
jenipapeiro para a confeccao de suas lancas, devido a sua resisténcia ao esmagamento
ser da ordem de 680 kg cm™.

Vérias partes do jenipapeiro sdo usadas na industria e na medicina popular. A
casca, que contém tanino, é utilizada em curtumes durante a curticdo do couro. Além
disso, apresenta efeito purgativo e, a0 mesmo tempo, anti-diarréico, e é usada também
pelo homem para curar feridas escorbuticas, Ulceras venéreas e faringites granulosas.
A raiz € purgativa e a sua decocc¢do € anti-gonorréica para o0 homem, ao passo que as
folhas séo utilizadas pelo gado como forragem, e, apds o cozimento, usadas como anti-
diarréicas e anti-sifiliticas pelo homem (CORREA, 1989). Conforme SANTOS (2001), o
fruto verde € bom para curar calos nos pés e suturas no umbigo de criancas; e seu
suco pode ser usado contra anemia causada por malaria ou verminose. Além disso, por
sua riqueza em sais e ferro, é usado contra afec¢cées do figado e do baco, na cura da
asma e no combate a enterite cronica.

Segundo CORREA (1984), o fruto do jenipapeiro agrega maior valor econémico

a espécie. Embora seja raramente consumido in natura, é servido na frigideira com
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manteiga e depois ado¢cado com bastante aglcar e canela (GOMES, 1982). Além disso,
o fruto maduro é utilizado na fabricacdo de doces (em compota e cristalizado), sorvetes,
licores e refrescos (SILVA et al.,, 1998). Por outro lado, na economia doméstica, 0s
frutos que excedem ao consumo servem para a engorda de porcos e outros animais
(CORREA, 1984).

E atribuido também ao jenipapeiro um grande valor cultural, uma vez que o
corante extraido das cascas e frutos verdes serve de adornos em vestuarios, enfeites,
marcacfes em cuias e ceramicas, tatuagens e pinturas nos corpos de guerreiros para
enfrentar as batalhas, em cerimdnias religiosas, em festas e luto de povos indigenas.

E considerada uma espécie de importancia econdmica, tanto pela sua esséncia
florestal, quanto pela producédo de alimentos. Por outro lado, trata-se de uma espécie
altamente tolerante ao alagamento, podendo ser utilizada na recomposicdo de matas
ciliares (MIELKE et al., 2003), na restauracdo de florestas de galerias (SALVADOR,
1986) e em plantios mistos em areas brejosas e degradadas de preservacao
permanente (LORENZI, 2002).

BARBOSA (2005), em seus estudos de avaliacdo das potencialidades do
jenipapeiro como planta fitorremediadora de Cr** em soluc&o nutritiva, demonstrou que
essa espécie apresenta uma alta capacidade rizofiltradora, vez que 98% do Cr*'
absorvido pela planta permaneceram no sistema radicular em altas concentracdes.

O entendimento dos mecanismos que levam uma dada espécie vegetal a
acumular em seus tecidos determinado tipo de metal € de suma importancia para
elaboracdo de estratégias de fitorremediacdo. A revisdo bibliografica realizada por

SHANKER et al., (2005) sobre os efeitos do Cr nas plantas em diversos niveis, como na

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

27

germinagdo de sementes, no crescimento e desenvolvimento da raiz, do caule e da
folha, na producdo total de matéria seca, nos processos fisiologicos (fotossintese,
nutricdo mineral, etc.), dentre outros, revelou parametros importantissimos para a

compreensao da toxidade do Cr e de sua converséo nos vegetais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

O experimento foi conduzido em condi¢cdes de casa de vegetacdo no Centro de
Pesquisas do Cacau (Cepec)/Ceplac (39°13'59" N, 14%45'15" S, 55 m a.n.m.). As
sementes de jenipapo foram obtidas de arvores localizadas entre 0s municipios de
Itabuna e llhéus, BA. Posteriormente, foram germinadas em leito de areia lavada e
autoclavada. Aproximadamente 4 meses apO0s a emergéncia, as plantulas foram
transplantadas para bandejas plasticas (8 plantulas/bandeja) com capacidade de 30
litros, contendo solucdo nutritiva de 1/4 de forca ibnica, preparada segundo
HOAGLAND e ARNON (1950), onde permaneceram por cerca de 3 meses para
aclimatacdo. Completado esse periodo, foram aplicados os tratamentos com
concentracdes crescentes de Cr®* e de Cr®* (0, 15 e 30 mg L) sob a forma de
CrCl;. 6H,O e de K,Cr,0O7, respectivamente. Durante todo o periodo
experimental (8 meses aproximadamente) as solu¢gdes foram monitoradas
guanto ao pH e ajustadas de dois em dois dias, para 5,8 utilizando-se NaOH

e/ou HCI| 1M. O nivel da solucéo nutritiva foi mantido, pela reposi¢cdo do volume
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com agua deionizada quando necessario, e mantida sob aeracdo constante. As

trocas foram feitas aos 15 dias e 30 dias ap06s a aplicacao dos tratamentos.

3.2 ESTIMATIVAS DE VARIAVEIS ALOMETRICAS E OBTENCAO DA BIOMASSA SECA

Ap6s a aplicagéo dos tratamentos com Cr** e Cr®" foram medidos, semanalmente, a
altura e o didmetro do caule, ao nivel do coleto das plantulas, e contados o nimero de
folhas. No final do periodo experimental, as plantulas dos diversos tratamentos foram
divididas em partes (raizes, caules e folhas), e acondicionadas, separadamente, em
sacos de papel e colocadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 75° C até massa
constante, para obtencdo da biomassa seca. Logo apds, o material vegetal foi pesado e
moido em moinho do tipo Wiley, com peneira de 20 Mesh de abertura de malha, e

analisado quimicamente no ICP-MS.

3.3 MEDICOES DE TROCAS GASOSAS FOLIARES

Avaliacdes das trocas gasosas foliares foram realizadas no inicio, aos 15 e 30 dias
apos a aplicacado dos tratamentos, sempre entre 8 as 12 h. As medi¢cdes pontuais foram
efetuadas utlizando um sistema portatil para as medicdes da fotossintese Li-Cor
(Lincohn Nebraska, USA) modelo Li-6400 equilibrado com luz artificial 6400-02B
Redblue SI-925, cuja intensidade foi mantida constante em 800 umolm?s™. Em cada
medicao foi utillizada a 22 ou 32 folha completamente expandida e madura a partir do
apice do eixo ortotropico em cinco plantulas por tratamento. As taxas de fotossintese

liquida (A) e de transpiracdo por unidade de area foliar (E) e a condutancia estomatica
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ao vapor de agua (gs) foram estimadas a partir dos valores da variagcdo de CO; e da
umidade no interior da camara, determinados pelo analisador de gases por

infravermelho do referido aparelho.

3.4 ESTUDOS ANATOMICOS EM MICROSCOPIA OPTICA

Para os estudos anatdmicos, foram coletadas ao final do periodo experimental
folhas, caules e raizes das plantulas dos diversos tratamentos com Cr** e Cr°, os quais
foram fixados em FAA 70% (JOHANSEN, 1940) e posteriormente conservados em
etanol 70%. Nas observacgdes preliminares foram feitos cortes transversais, com auxilio
de lamina de barbear, que foram submetidos ao processo de dupla coloracdo com
safranina 1% e azul de astra 1% (KRAUS; ARDUIN 1997) e montados em glicerina

60%, em laminas semi-permanentes.

Para os estudos anatdmicos pormenorizados foram feitos cortes histologicos em
micrétomo rotativo, a partir de material desidratado em série etandlica-butandlica e
incluido em parafina (JOHANSEN, 1940), que posteriormente foram submetidos ao
processo de dupla coloragdo com safranina 1% e azul de astra 1% (KRAUS e ARDUIN
1997). Nos testes histoquimicos foram utilizados lugol para identificacdo da presenca
de amido (JOHANSEN 1940), e floroglucina a 2%, preparada em etanol a 95%, para
identificacao de lignina. Para registro, os cortes foram fotografados em fotomicroscépio,

escaneados e analisados.
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3.5 AREA FOLIAR (AF) E MASSA FOLIAR ESPECIFICA (MFE)

Os valores médios de AF individual das plantulas, submetidas aos diversos
tratamentos com Cr** e Cr®*, foram estimados utilizando-se um medidor automatico de
area foliar LI-3100 (Li-Cor, inc., Lincoln, Nebraska, USA). Os valores de MFE foram
calculados pelo quociente entre a biomassa seca foliar individual e a area foliar

individual.

3.6 COMPOSICAO QUIMICA

Na matéria seca das diversas partes das plantulas (raizes, caules e folhas) foram
analisados os teores de Cr** e Cr®", bem como os de alguns macro e micronutrientes
minerais (P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Cu), utilizando-se um "Inductively Coupled Plasma with
Mass Spectrometry” (ICP-MS) no Laboratério de Andlises Quimicas do Servigco Central

de Andlises de Lyon (Franca).

Durante as andlises com o ICP-MS as amostras, sob forma liquida, apds serem
nebulizadas foram transportadas sob forma de aerossol ao plasma indutivo com o gas
Argbnio, de energia de ionizacao elevada, capaz de ionizar a maioria dos elementos da
Tabela Periddica. Dentro do canal central do plasma de Argdnio, onde a temperatura é
de aproximadamente 8.000°K, as moléculas da amostra foram dissociadas, os atomos
excitados e entdo ionizados. Os ions positivos foram extraidos e transportados ao
centro de vérias lentes eletromagnéticas, onde foram filtrados em funcdo da relagéo

massa/carga (m/Z). Os ions de mesma relacdo (m/zZ) foram detectados e armazenados
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em um sistema de tratamento informatizado. No sistema de aquisicao e tratamento de
dados os pulsos de contagem, durante um tempo pré-estabelecido, foram estocados
em um analisador multicanal (6.000 canais). Cada canal corresponde a uma unidade de
massa pré-fixada. O ICP-MS possui grande sensibilidade de analise multielementar da
ordem de ppb a ppt e permite analisar todas as massas de Z=3 (Li) a Z=92 (U), com
excecdo de algumas massas devido a interferéncias. Neste tipo de procedimento, a
amostra é rapidamente analisada permitindo uma varredura de todas as massas em
alguns segundos, podendo-se analisar cerca de 100 amostras/dia.

3.6.1 ESPECIACAO DO CROMO NAS FORMAS TRI (Cr**) E HEXAVALENTE (Cr®")

A determinacdo da concentracdo de Cr, nos diferentes estados de oxidacéo (Cr**
e Cr ®), foi realizada utilizando um espectrdmetro de massa-plasma de alta resolucéo
(ICP-HRMS Finnighan), acoplado ao cromatografo liquido de alta performance (HPLC),

no Laboratério de Analises Quimicas do Servico Central de Andlises de Lyon (Franca).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos (referentes as concentraces de Cr’* e Cr®*, juntamente com o controle),
seis repeticdes e oito plantulas por unidade experimental. Os resultados experimentais
referentes a composi¢cdo quimica e a biomassa seca foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). Posteriormente foi utilizado o teste de Tukey para determinar

diferentes significativas (P<0,05) nos diversos parametros avaliados.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Trocas gasosas foliares

Observou-se que nao houve diferenca significativa (P< 0,05) nos valores de
fotossintese liquida (A) para as doses de Cr**, ao passo que para as de Cr®* verificou-
se uma pequena diminuicdo nos valores de A quando comparadas ao controle, cujos
valores nas doses correspondentes a 15 e 30 mg L™ Cr®* foram de 1,02 e 0,285 umol
CO, m? s™ respectivamente (Figura 1).

Os efeitos de ions Cr na fotossintese e na transferéncia de energia de excitacao
podem também ser devido as anormalidades na ultraestrutura do cloroplasto ligadas ao
desenvolvimento do sistema lamelar, com um amplo espaco tilacoidal e com pouca
grana (VANASSCHE; CLIJSTERS, 1983). A desorganizacdo da ultraestrutura do
cloroplasto e a inibicdo do processo de transporte de elétrons devido ao Cr e 0 desvio
de elétrons do lado doador de elétrons de PS-1 para o Cr®" é uma possivel explanacio
para o decréscimo na taxa fotossintética induzida por Cr (SHANKER et al., 2005).
Segundo estes autores, € possivel que os elétrons produzidos pelo processo
fotoguimico ndo sejam necessariamente usados para fixagcdo do carbono, evidenciado
pela baixa taxa fotossintética de plantas estressadas por Cr.

Diminuicdo nos teores de clorofila e proteinas em plantas de Nymphaea
spontanea tratadas com Cr* e Cr® foi observada a medida que se aumentava a
duracao da exposicado aos metais (CHOO et al., 2006), assim como de diversas outras
plantas vasculares expostas ao Cr (VAJPAYEE, et al., 2000; SHANKER et al., 2005;

ZAYED et al.,1998).
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Os efeitos nos processos bioquimicos devido a toxidade do Cr®* podem causar
mudangas nas metaloenzimas das plantas, deslocando e recolocando ions com
capacidade para gerar espécies de oxigénio reativo (OH-, H,O;), causando estresse
oxidativo (CHOO et al. 2006). Estes autores ainda afirmaram que a diminuigdo do teor
da clorofila em Nimphaea.espontanea, pode ser atribuida a inibicdo da sintese de
clorofila, que resulta em uma menor taxa fotossintética devido a ruptura de cloroplastos
e consequente alteracao na fosforilagdo oxidativa.

VAJPAYEE et al., (2000) detectaram o declinio nos teores das clorofilas a e b
pela toxicidade do Cr®, o que acabou afetando a enzima envolvida na biossintese da
clorofila e alterando os sitios de ions Mg, prejudicando a utilizacdo do &cido 8-
aminolevulinico e consequente formacgao da clorofila. A desorganizacdo da estrutura do
cloroplasto e a inibicdo do processo de transporte de elétrons por seus desvios no
fotossistema | (PS-1), € uma possivel explicacdo para a diminuicdo da taxa fotossintética
em plantas submetidas ao Cr (SHANKER et al., 2005). Segundo esses autores, é
possivel que os elétrons produzidos pelo processo fotoquimico, ndo foram mobilizados
para a fixacdo do carbono na fase fotoquimica, o que pode ser evidenciado pela

diminuicho da taxa fotossintética em  plantas submetidas ao  Cr.
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Figura 1: Taxa fotossintética liquida (A) em folhas de plantulas de G. americana
submetidas as concentracdes de 0, 15 e 30 mg L' de Cr* e Cr®
respectivamente em solucdo nutritiva aos 15 dias apdés a aplicacdo dos
tratamentos. Letras mailsculas referem-se as comparacdes entre as
concentracdes de cromo dentro da mesma forma de oxidagdo e as letras
mindsculas as comparac¢des entre cromos tri e hexavalente, pelo teste de
Tukey (P<0,05). As medicdes foram efetuadas em irradiancia de 800 pumol
CO, m? s, Valores médios de (X/4) repeticbes (+EP).
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Em relacdo a condutancia estomatica (gs), ndo foram observadas diferencas
significativas entre as doses de Cr** e Cr®". Entretanto, quando se compara o Cr nos
seus dois estados de oxidacdo (Cr*" e Cr®), observa-se uma diminuicdo nas dose de 15
mg L™ para o Cr¥* e Cr®*, sendo esta diminuic&o foi mais expressiva para o Cr®* (Figura
2). Observou-se também que gs aumentou na dose 30 mg L™ Cr*" quando comparada
com a dose 15 mg L™ Cr®* (Figura 2). A diminuicdo da gs em Cr** em nosso estudo foi
similar aos obtidos por BARBOSA 2003, em estudos com G. americana submetida ao
Cr**, apresentando decréscimo na condutancia estomatica e vapor d’agua em todo o
periodo experimental.

O impacto negativo do Cr** na abertura dos estématos pode ter sido influenciado
pela diminuicdo da absorcdo de agua pelas raizes, promovida pela morte das regides
apicais BARBOSA (2003). O efeito téxico é significativamente mais elevado para o Cr°*
promovendo o decréscimo da gs, devido ao alto potencial oxidativo do Cr®*, que, por
sua vez, pode danificar as membranas e as células-guarda dos estdmatos (SHANKER,

et al., 2005).
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Figura 2: Condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) em folhas de plantulas de G.
americana submetidas as concentracdes de 0, 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®*
respectivamente em solucdo nutritiva aos 15 dias apdés a aplicacdo dos
tratamentos. Letras mailsculas referem-se as comparacdes entre as
concentracdes de cromo dentro da mesma forma de oxidagédo e as letras
mindsculas as comparac¢des entre cromos tri e hexavalente, pelo teste de
Tukey (P<0,05). As medicdes foram efetuadas em irradiancia de 800 pumol
CO, m* s™. Valores médios de (X/4) repeticées (+EP).

N&o foram observadas diferencas significativas (P,0,05) em relacdo aos valores

da transpiracéo (E) entre as doses de Cr®". Contudo, para as doses 15 e 30 mg L™ Cr®*
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verificou-se uma diminuicdo acentuada de E em relagcdo ao controle na ordem de
0,0568 e 0,00903 mmol m? s™, respectivamente (Figura 3). Quando comparadas as
duas formas de oxidacdo, ambas tém sua transpiracdo diminuida na dose 15 mg L™,
sendo essa diminuicdo mais evidente no Cr®*. Esse padrdo também foi observado na
dose 30 mg L™?, entretanto com a elevacéo da taxa transpiratéria em relacdo ao controle
(Figura 3).

Estudos realizados com as folhas de Brassica .oleracea, demonstraram que o
Cr** promoveu decréscimo nos valores de E, sugerindo que a baixa disponibilidade de
agua devido ao estresse causado pelo Cr*, aumenta o acimulo de prolina, que
desempenha um papel osmorregulador em nivel celular (PANDEY et al.,, 2003). Por
outro lado, a distribuicdo espacial da raiz, prejudicada pela diminuicdo do didametro das
traqueides diminui o movimento longitudinal da &gua, associada com a reducédo da
superficie da raiz, pode diminuir a capacidade das plantas em absorver agua
(SHANKER et al., 2005) e proporcionar um decréscimo na taxa transpiratoria em virtude

do fechamento dos estdmatos em resposta a deficiéncia hidrica.
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Figura 3: Transpiracdo (E) em folhas de plantulas de G. americana submetidas as
concentracdes de 0, 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr® respectivamente em
solucdo nutritiva aos 15 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Letras
mailsculas referem-se as comparacdes entre as concentracbes de cromo
dentro da mesma forma de oxidacéo e as letras mindsculas as comparacdes
entre cromos tri e hexavalente, pelo teste de Tukey (P<0,05). As medicdes
foram efetuadas em irradiancia de 800 pmol CO, m? s™. Valores médios de

(X/4) repeticOes (£EP).
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4.2 VARIAVEIS DE CRESCIMENTO

As plantulas de G. americana responderam diferentemente as concentracfes de
Cr* e Cr®. Verificou-se que o Cr** afetou significativamente (P< 0,05) apenas a
biomassa de raiz na concentracdo de 30 mg L™, confirmando a ndo essencialidade de
Cr* no crescimento das plantulas (Tabela 3). Entretanto, para o Cr®" houve um
decréscimo acentuado nas biomassas de raiz, caule e folha, principalmente na
concentracdo de 30 mg L™, demonstrando a toxicidade elevada do Cr® em comparacéo
ao Cr’* para as plantulas de G. americana. Segundo SAMANTARAY (1998), para
determinadas espécies vegetais, pequenas doses de Cr podem estimular o crescimento

vegetativo.

A diminuicdo da biomassa estd associada ao decréscimo de A e a resisténcia
difusiva ao CO,, promovido pelo Cr, principalmente pelo Cr®*, em funcdo de sua maior
toxicidade. Em geral, a diminuigdo do crescimento da raiz se deve a inibicdo da divisdo
celular que promove o alongamento das raizes (SHANKER et. al., 2005.) ou pode ser
devido a um colapso e consequente incapacidade das raizes em absorver agua, uma
vez que as plantulas tiveram um contado direto com o Cr (BARCELO et al., 1985). Em
contrapartida, em Salsola kali, a diminuicdo na absor¢cdo dos macronutrientes: Ca, K, P
e Mg nado afetaram a acumulagcdo de matéria seca em raizes (TORRESDEY, 2004),
demonstrando uma alta tolerancia dessa planta ao metal.

Em estudos com doze espécies vegetais, QIAN et al., (1999), verificaram que a
acumulacdo de biomassa € diferente entre as espécies, atribuindo aos efeitos

intraespecificos e ndo as diferencas no tamanho das plantas. Esses autores concluem,
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portanto, que as taxas de biomassa acumuladas nessas plantas submetidas ao
tratamento com metais, variam de espécie para espécie.

Observou-se que o Cr** e o Cr®, nas concentracbes de 15 e 30 mg L™, ndo
afetaram o didmetro, ao nivel do coleto, e o crescimento em altura das plantulas de G.
americana. Em contrapartida, proporcionaram um incremento de area foliar (AF) em
relacdo ao controle, na concentracéo de 15 mg L™, que néo diferiu significativamente
(P< 0,05) de 30 mg L™. O incremento de AF promovido pelo Cr®* contradiz, em parte, os
resultados encontrados por outros autores, tendo em vista que o Cr inibe a sintese de
clorofila, promove a desorganizacao de ultraestrutura do cloroplasto, causa clorose e
necrose em folhas (BARCELO et al., 1985). Além disso, esses resultados diferem
daqueles obtidos por SHANKER et al., (2005), que relataram que o Cr promove
decréscimo no crescimento em altura das plantas de varias espécies vegetais, em parte
devido ao decréscimo do transporte de nutrientes e de agua para a parte aérea,
ocasionando um impacto no metabolismo celular. Como as plantulas de G.americana
foram obtidas por cultivo seminal e por se tratar de uma espécie alégama, essa

diferenca nos valores de AF pode ser explicada pela sua heterogeneidade genética.
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Tabela 1: Biomassa seca de raiz (BSR), caule (BSC), folha (BSF) e total (BST), razéao
entre raiz e parte area (RPA), altura (ALT), didametro do coleto (D), niUmero de
folhas (NF) e éarea foliar individual (AF) em plantulas de G. americana
submetidas a diversas concentracdes de Cr** e Cr’*em solucdo nutritiva aos
15 dias ap6s a aplicagcdo dos tratamentos. Valores médios de seis repeticdes

(+EP).

Variaveis Controle 15mg/LCr* 30mg/LCr* 15mg/L Cr® 30mg/L Cr®*
BSR 728+(033)a 7,62+(024)a 698+(0,05)ab 617+(024)bc  552%(0,22) ¢
BSC 385+ (021)ab 4,02+(0,09a 366+(015ab 358%(0,18)ab  3,33+(0,13)b
BSF 834+(0,76)a 961+(023)a 851+(0,32)a  6,18+(031))b  503+(0,33)b
BST 197+(1,13)a 21,26+(0,53)a 19,16+ (045)a 1594+ (064)b  13,88%(0,52) b
R/PA 0,61+(0,03)ab 056+(0,01)b 058+(0,02)ab 063+(001)ab  0,67+(0,03)a

ALT (m) 1803+ (243)a 16,75+ (1,67)a 1689+ (1,02)a 1356+(226)a 1511+ (1,12)a

D (cm) 572+(027)a 562+(029)a 560+(0,18)a  477+(032)a  504+(0,13)a
NF 1644+ (0,58)a 14,06+ (1,31)a 1411+(054)a 883+(053)b 6,83 (1,18)b
AF 043+(0,06)b 0,73+(0,08)ab 059+ (0,11)ab 053+ (0,06)ab 0,76 (0,05)a

(cm%plantula™)

Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P

< 0,05).
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4.3 ANATOMIA

Nas raizes das plantulas de G. americana submetidas as doses de Cr**, foi
observada uma acentuada deformacdo no formato das células dos tecidos mais
externos da regido cortical (Figuras 4C, 4E e 4G), retracdo da membrana plasméatica
(Figura 4F) e um aumento dos espacos intercelulares na dose 15 mg L™ (Figura 4C) em
relacdo ao controle (Figuras 4A e 4B) e de maneira menos acentuada para a dose 30
mg L™ Cr** (Figura 4E). Ainda neste Gltimo tratamento, notou-se a presenca de células
com conteldo diferenciado (Figura 4E) e nucleo condensado com formato eliptico nas
células do cortex (Figura 4F) quando comparadas ao controle (Figura 4B) e do
tratamento 15 mg L™ (Figura 4D).

Com o Cr®, as raizes de ambos os tratamentos (15 e 30 mg L™) mostraram
alteracbes na forma das células na regido cortical, semelhantes aquelas observadas
para o cromo trivalente (Figura 4G, 4l), entretanto, sem alteracdo dos espacos
intercelulares (Figuras G-I) quando comparado as doses do Cr** e controle.
Observaram-se alteracbes na morfologia do ndcleo deste tratamento de forma
acentuada, caracterizada pela sua fragmentacdo e deslocamento para a periferia
(Figura 4H e 4l1), de maneira semelhante entre as doses de 15 e 30 mg L™ Cr®* quando
comparado ao controle.

Testes histoquimicos revelaram o aumento de amido na regido ao redor do floema
na dose 30 mg L™*Cr** quando comparado com o controle, aspecto ndo observado nas
doses de Cr®" (Figura ndo mostrada). Na reacéo com floroglucina acidificada, constatou-

se um aumento da lignificacdo na regido do xilema secundario nas doses de Cr®
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(Figuras 5C e 5D) quando comparado ao controle. (Figura 5A) e a dose 30 Cr** (Figura
5B).

No caule, ndo foram observadas grandes altera¢des anatdmicas. O aumento da
lignificag@o da parede celular das células do xilema foi observado proporcionalmente ao
incremento da dose de Cr®* (Figuras 6G e 6H) e Cr®* (Figuras 7G e 7H) em relacdo ao
controle (Figuras 6C e 6D). A partir da dose 15 mg L™ Cr**, observou-se uma retracéo
da membrana plasméatica nas células da regido cortical (Figuras 6F e 7B) em
comparacéo ao controle (Figura 6B), sendo observado também na dose 15 mg L™ Cr®*
(Figura 7F). Neste orgdo, teste histoquimico realizado com lugol mostrou reacao
positiva para amido na regiao ao redor do tecido vascular constituindo uma bainha
amilifera, e nos raios parenquimaticos de ambas as doses de Cr** e Cr®" (Figuras 8A -
8l) . Contudo, a presenca de amido na bainha amilifera ao redor do tecido vascular foi
maior nas doses de Cr** (Figuras 8C-8E), estando em menor ocorréncia nas doses de
Cr®* (Figuras 8G-8J), em relac&o ao controle (Figuras 8A e 8B).

Na folha, o tratamento controle apresentou mesofilo dorsiventral, com células de
parénquima palicadico alongadas em duas camadas e parénquima lacunoso distribuido
em trés camadas (Figuras 9A e 9B), o qual mostrou diminuicdo do comprimento das
células do parénquima palicadico para os tratamentos 30 mg L*Cr** e 15 e 30 mg L™
Cr®* especialmente para a dose 30 mg L™Cr*" (Figuras 9C e 9D). No tratamento com
cromo hexavalente, essa reducdo ocasionou uma menor espessura do mesofilo na
dose 30mg L™ Cr®* (Figuras 10C e 10D) quando comparado com a dose 15mg L™ Cr®*.
Nessa mesma dose, foi observada compactacédo das células parenquimaticas proximas

ao colénquima da nervura central, caracterizada por enrugamentos e reentrancias na
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membrana plasmatica nas doses 15 e 30 mg L™ Cr® (Figura 10A, 10C). No teste
histoquimico realizado com lugol evidenciou um decréscimo na presenca de amido nas
células da bainha amilifera ao redor do tecido vascular da nervura central para a dose
15 mg L™ Cr® (Figura 11B), quando comparado ao controle (Figura 11A). Entretanto,
nas doses 15 e 30 mg L™ Cr®*, a presenca de amido nas células corticais ao redor do
tecido vascular foi mais pronunciada (Figuras11C,11D).

As alterac6es na morfologia celular em raizes, caules e folhas de G. americana
podem estar associadas a eventos de morte celular programada (PCD) ou apoptose,
por estresse oxidativo promovido pelo cromo. Segundo PANDA et al., (2005), o Cr induz
esse estresse oxidativo ocasionando peroxidacdo de lipideos e, consequentemente,
promovendo danos severos as membranas celulares, iniciado com a degradacédo de
pigmentos fotossintéticos, levando a diminuicdo do crescimento, embora nesse estudo
a analise estatistica deste ultimo, indiquem diferengas significativas na altura das
plantas tratadas com cromo Cr** e Cr®".

Plantas e outros organismos aerébios requerem oxigénio para uma eficiente
producdo de energia. Durante o processo de reducdo de O, a H,O, espécies reativas
de oxigénio (ERO) sio formadas tais como: Oy, H,O, e OH (VRANOVA et al., 2002).
Estresse por metais pesados promove a sintese de ERO em plantas (DIXIT et al.,
2002), o que pode neste caso pode ter ocasionado alteracdes na morfologia celular nos
orgdos analisados.

Segundo VAZQUEZ et al., (1986), as injurias a membrana plasméatica pode ser
considerada como um mecanismo primario de toxicidade de Cr, pois altas

concentracdes podem causar distirbios a ultra-estrutura dos cloroplastos e,
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consequentemente, afetar os processos fotossintéticos. Por ser um agente oxidante
forte e apresentar relativa mobilidade, o Cr®* podera causar maiores danos & membrana
plasmatica, quando comparado ao Cr** (MEI et al., 2002).

O Cr®* é conhecido por penetrar nas células bem lentamente por difusdo e ser
retido pela troca de cétions em sitios localizados na parede das células radiculares
(SHANKER et al.,, 2004). As alteragbes encontradas na parede celular e membrana
plasmatica das plantas de G.americana podem ser reflexos desse mecanismo de
absorcéo do Cr apontado por esses autores.

Condensacao, encolhimento e aumento dos espacos intercelulares como
visualizados nesse estudo, sao sinais de morte celular programada (LAMB; PENNEL
1997). As células dos tecidos mencionados anteriormente foram alteradas em sua
forma o que provavelmente podera estar associado a um evento de morte celular
programada (MCP). A MCP induz a condensacédo da cromatina, fragmentacao nuclear e
clivagem do DNA, resultando em fragmentos denominados de corpos apoptéticos
(BOHM, 2003; BEHBOODI, SAMADI, 2004; DREW et al., 2000). Em Allium cepa,
tratado com cadmio, BEHBOODI e SAMADI (2003) encontraram modificacdes
nucleares consideraveis tais como as encontradas em nosso estudo: fragmentacédo do
ndcleo, ndcleo marginal, corpos apoptéticos, o que consideram eventos de PCD.

O aumento dos espacos intercelulares identificados nos tecidos de G. americana
pode ser decorrente da morte dessas células por MCP. Em S.lancifolia, a analise em
microscopia eletrdénica revelou formacdo de aerénquima lisogénico e condensacao
nuclear, eventos de PCD. DREW et al., (2000), mostraram que um comeco de morte

celular em raizes de milho é a ruptura do tonoplasto, que acaba por liberar enzimas do
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vacuolo deixando o citoplasma acido acabando por matar a célula.

Estudos realizados por HAN et al. (2003), com Brassica juncea cultivada em Cr** e
Cr®*, demonstraram que o retardo no crescimento das plantas foi promovido pela
compactacdo dos parénquimas esponjoso e lacunoso, aumento do nimero de vacuolos
e formacdo de material eletro denso nas paredes do xilema e floema. Além disso, o Cr
pode ainda causar plasmdlise ou contracdo do protoplasma em células radiculares
(SHANKER et al.,, 2004). Em contrapartida, em Phaseolus vulgaris o Cr induziu
diminuicdo dos espacgos intercelulares, em nivel foliar, com a consequiente diminuicdo
da éarea foliar, quando comparados as folhas controle (VASQUEZ, 1989). Dessa forma,
nesse estudo, as respostas anatdmicas de G. americana ao tratamento com o Cr
apresentaram-se semelhantes as encontradas em outras plantas submetidas a esse

metal.
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4.4 COMPOSICAO QUIMICA
4.4.1 ESPECIACAO de Cr* e Cr®

Os resultados obtidos com o espectrdmetro de massa associado a uma fonte de
plasma (ICP-MS), acoplado a um cromatdgrafo liquido de alta performance, mostraram
apenas a presenca do Cr’*, em todos 6rgdos vegetais independente dos tratamentos
com Cr¥* e Cr®* (Figuras 12 e 13). O pictograma de amostras de raizes, por exemplo,
expostas Cr®* (Figura 13), ndo apresenta pico atestando a presenca dessa forma do
elemento. Os picos de Cr® presentes no pictograma (Figuras 14 e 15) referem-se
apenas a adicdo de 500ng g* de Cr®" ao extrato vegetal ao longo do tempo. A adicéo
do Cr®" & solucéo foi efetuada com o objetivo de se obter o pico do Cr®* e poder
compara-lo com o extrato vegetal original estudado.

Detectou-se, nos tecidos vegetais dos diferentes 6rgdos das plantulas de G.
americana, independentemente dos tratamentos com Cr** e, ou Cr®, somente a
presenca de Cr na forma de Cr**, indicado que o Cr absorvido pelo sistema radicular na
forma de Cr®" foi totalmente reduzido a Cr** nos tecidos (Figuras 12 e 13).

ZAYED et al., (1998), estudando a especiacdo em 11 espécies vegetais,
atribuiram & reducdo do Cr°" a Cr** em raizes, & enzima redutase do Fe**, devido a
propriedade que o Fe tem de interagir com o Cr e aumentar a atividade desta enzima.
Uma hipotese que pode explicar as similaridades e as diferencas entre os dois estados
de oxidacdo do Cr (Cr®" e Cr*) nas plantas esta no fato de o Cr®" ser absorvido e
transportado ativamente por carreadores sulfato e imediatamente ap0s no interior das

células das raizes ser reduzido a Cr** em nivel de citoplasma e ou, vactolo por meio da
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Figura 12: Pictograma correspondente & contagem de Cr®* em raizes, caules e folhas
de plantulas de G.americana cultivadas em soluc¢ao nutritiva contendo 15
e 30 mg L™ Cr**. Cada curva representa um valor médio de 6 repeticdes.
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Figura 13: Pictograma correspondente a contagem de Cr®* em raizes, caules e folhas
de plantulas de G.americana cultivadas em soluc¢ao nutritiva contendo 15
e 30 mg L™ Cr®". Cada curva representa um valor médio de 6 repeticdes.
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Figura 14: Pictograma correspondente a injecdo de uma solucdo aquosa
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Figura 15: Pictograma correspondente & injecdo de solucdo aquosa contendo 500 ng g
de Cr** e 500 ng g* de Cr®" sem o material vegetal e ao Cr em biomassa

seca de raizes de plantulas e Genipa americana submetidas a 30 mg L™ Cr°*
(linha vermelha). Cada curva representa uma repeticao (n=7).

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

58

enzima redutase do Fe**, enquanto que, o Cr** é transportado passivamente e retido nas
paredes das células em sitios catidnicos (SHANKER et al.,2004; ZAYED et al., 1998).

Em estudos de especiacdo com o Cr em Eichornia crassipes, os resultados
obtidos mostraram que o Cr®* é rapidamente reduzido no momento da sua absorcédo e
retido nas células dos tecidos radiculares Cr**, pouco sendo translocado para a parte
aérea (LYTLE, 1998).

Essa diferenca de respostas entre as duas formas quimicas de Cr (Cr** e Cr®"),
se deve ao fato de o Cr® ser um oxidante forte causador de danos severos a todos 0s
tipos de membranas celulares relacionadas aos processos bioquimicos cruciais, tais
como, fotossintese, respiracdo, absorcdo e transporte de nutrientes dentre outros (MEI,
et al., 2002). Esses autores afirmam ainda que por ser mais mével que o Cr**, o Cr®* é
mais absorvido e distribuido nas plantas. A toxicidade de Cr** aparece ndo como
resultado de sua capacidade oxidativa, mas devido a efeitos indiretos tais como
mudancas no pH celular e, ou inibicdo do transporte de ions importantes para o
metabolismo das plantas (McGRATH, 1982; MEI, et al., 2002). Pois, o Cr** em solucéo
tende a formar complexos liberando OH’, conduzindo a uma diminuicdo do pH e a

formacéo de hidroxidos e oxidos de Cr insoluveis.

4.5 TEORES DE CROMO NO JENIPAPO

Observou-se em raizes, um aumento nos teores de Cr com 0 ao aumento da
concentracdo de Cr** ou Cr®" (Figura 16A). Os valores maximos de Cr acumulados nas

raizes foram de 1713 e 1867 mg kg para o Cr*" e Cr® respectivamente na dosagem
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de 30 mg L™*(Figura 16A), ao passo que no caule e na folha o acimulo de Cr** e Cr®
foram de 5 e 155 mg kg™ e 12 e 311 mg kg™ na dosagem 30 mg L™ respectivamente
(Figuras 16B e 16C).

O Cr ficou acumulado principalmente nas raizes e relativamente pouco foi
transportado para a parte aérea das plantulas de G. americana. Esse fato vem sendo
constatado em varios estudos de fitorremediacdo com Cr, envolvendo diversas
espécies vegetais (HUFFMAN et al., 1973; LYTLE et al.,, 1998; ZAYED et al., 1998;
VAJPAYEE et al., 2000; PULFORD et al., 2001; SHANKER et al., 2004; BARBOSA,
2005; CHOO et al., 2006). As diferencas interespecificas observadas em relacdo ao
acumulo de Cr em nivel radicular dependem principalmente dos fatores genéticos, da
concentracdo e do tempo de exposicdo ao elemento metalico (SAMANTARAY et al.,
1998).

Segundo SHANKER et al., (2004), a razdo do elevado acamulo de Cr nas raizes
das plantas pode ser atribuida ao fato desse metal ser imobilizado nos vacuolos das
células radiculares, como resposta das plantas a diminuicdo da toxicidade ao metal.
Esses autores observaram também que o Cr** e o Cr®, uma vez absorvidos pelas
raizes, atravessam a endoderme via simplasto; além do mais, o Cr®" pode ser
prontamente reduzido a Cr** em nivel celular, tanto no citoplasma como no vacuolo, no
cértex radicular. Por outro lado, ZAYED e TERRY (2002), sugeriram que a localiza¢cao
do Cr nas células, assim como a tendéncia desse metal em se ligar a outros ions ou
precipitar nas membranas celulares, pode resultar em baixa translocacdo para 0s
tecidos da parte aérea.

SHANKER et al., (2004), estudaram quatro espécies de arvores (Albizia amara,
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Casuarina equisetifolia, Tectona grandis e Leucaena luecocephala) e constataram que
todas as espécies acumularam mais o Cr em suas raizes, com valores da ordem de
425, 464, 476 e 600 mg kg™’ respectivamente. Os teores de Cr acumulados nas raizes
foram cerca de duas vezes mais quando comparado com a parte aérea em dois
estados de oxidacéo (Cr’* e Cr®"). Segundo esses autores, a auséncia de mecanismos
especificos de transporte para o Cr das raizes para a parte aérea, se deve ao fato
desse elemento metalico ser altamente tOxico e ndo-essencial para o crescimento e

desenvolvimento das plantulas.
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Figura 16: Concentragdo de Cr em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentraces de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugfo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
minusculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas referem-se as comparacOes entre cromos tri e hexavalente e as letras
mailsculas comparacdes entre as concentracfes para 0 mesmo estagio de oxidagéo.
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4.5.1 O Cromo e a sua interacdo com 0S micro e macronutrientes minerais

Os macro e micronutrientes sao elementos minerais considerados essenciais
para o crescimento e o desenvolvimento vegetal. O suprimento inadequado de um
desses elementos essenciais resulta em distarbio nutricional que se manifesta por
sintomas caracteristicos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo SAMANTARAY et al., (1998),
a solubilidade dos metais pesados pode ser aumentada ou diminuida dependendo da
presenca de outros elementos minerais no sistema solo-planta.

Devido a sua similaridade estrutural com alguns elementos essenciais, o Cr pode
afetar a nutricAo mineral das plantas de uma maneira complexa (SHANKER et al.,
2005). Observou-se, em nosso estudo, que nas raizes os teores de Zn tiveram um
comportamento semelhante em ambas as formas de oxidagéo de Cr (Cr*" ¢ Cr®), em
comparacdo as plantas controle. Na dose correspondente a 15 mg L™, houve um
decréscimo em seus teores na ordem de 40%, sendo este mais pronunciado no Cr®
cujo valor foi de 60% inferior (Figura 17A).

No caule, o aumento nos teores de Zn foi constatado para ambas as doses de
Cr** e Cr® . O maior valor do teor de Zn foi 88% superior ao controle na dose
correspondente a 30 mg L™ Cr**, enquanto que para o Cr®* a maior valor foi obtido na
dose correspondente a 15 mg L™ (Figura 17B). Na folha, observou-se que ndo houve
diferenca significativa em relacdo aos teores de Zn na dose 15 mg L™ Cr* quando
comparado ao controle, ao passo que na dose 30 mg L™* Cr** houve um aumento na
ordem de cerca de 140% (Figura 17C). Esse padréo também foi observado para o Cr®,
cujo aumento do teor de Zn na dose 15 mg L™ foi na ordem de 59%, enquanto que na

dose 30 mg L™ o aumento foi de 44% em relacdo ao controle (Figura 17C).
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Na maioria dos estudos, as interacdes do Cr e Zn sdo antagdnicas (SHANKER et
al. 2005), uma vez que os teores de Zn sempre diminuem na presenca de Cr em
relacdo as plantas controle. BARCELO et al., (1985), verificaram que o excesso de Cr
inibe a translocacdo de Zn e ADRIANO (1986), mostrou que o Cr interfere na sua
absorcgéao via sistema radicular. Cunningham et al., (1975), correlacionaram o aumento
do contetdo de Cr em solos com a diminuicdo da concentracdo de Zn e Cu, atribuindo
esse fendbmeno a um possivel bloqueio nos sitios de absorcdo destes metais.

Segundo TAIZ e ZEIGER (2004), o Zn patrticipa de varias reacdes enzimaticas e,
em algumas espécies vegetais, é utilizado durante a sintese de clorofila. Com a
interferéncia na absorcao do Zn pelo Cr, houve em G.americana o comprometimento da
fotossintese como demonstrado anteriormente.

Em relacdo ao Cu, houve um aumento de sua concentragdo nas raizes de G.
americana na ordem de 21,2% na dose 15 mg L™ Cr®* e um decréscimo nessa mesma
dose no Cr®" de 35%, ao passo que ndo houve diferenca significativa para a dose 30
mg L™ em ambas as formas de oxidacéo de Cr em relagéo ao controle (Figura 18A). No
caule, ndo houve diferenca significativa entre as doses de Cr**, todavia, para o Cr®,
observou-se um aumento proporcional na concentragéo de Cu nas doses 15 e 30 mg L
! ha ordem de 32 e 38 % respectivamente (Figura 18B). Nas folhas, as concentracdes
de Cu permaneceram constantes para ambas concentracdes de Cr** e Cr®* (Figura
18C). Em estudos realizados por TORRESDEY et al., (2004), observou-se que 0
acumulo de Cu foi reduzido nos tecidos da raiz e das folhas de Salsola kali tratadas

com 20 mg L™t Cr°*.
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Figura 17: Concentragdo de Zn em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentraces de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugfo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
minusculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
minusculas referem-se as comparacOes entre cromos tri e hexavalente e as letras
mailsculas comparacdes entre as concentracfes para 0 mesmo estagio de oxidacdo.
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Figura 18: Concentracdo de Cu em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G.
americana submetidas a concentracées de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solucéo
nutritiva juntamente com o controle aos 15 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos.Valores médios de trés repeticdes (x EP). Médias seguidas pelas
mesmas letras mailsculas e mindsculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Letras minasculas referem-se as comparacGes entre cromos tri e
hexavalente e as letras mailsculas comparacGes entre as concentracdes para 0
mesmo estagio de oxidacao.
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A interacdo competitiva entre Cu e Cr foi constada nas raizes, caules e folhas de
plantulas de diversas espécies lenhosas (SHANKER et al., 2005). A inibicdo do
transporte de Cu, promovida pelo Cr®*, pode estar associada as propriedades quimicas
similares deste metais (Cr** e Cu?*) (MORAL et al.,1996).

Os teores de Fe na raiz de G. americana permaneceram constantes
independentemente do aumento das concentracées de Cr* em solucdo nutritiva. Esse
padrdo foi também observado para dose 15 mg L™ do Cr®*, porém na maior dose de
Cr®* os teores de Fe foram superiores em relacdo ao controle na ordem de 30,5%
(Figura 19A). No caule, constatou-se apenas um pequeno aumento no teor de Fe na
dose 30 mg L™ Cr** na ordem de 10,42%, ao passo que nas demais doses de ambas
as formas de oxidacdo as alterac6es ndo foram significativas (Figura 19B). Por outro
lado, houve uma diminuicdo nas concentracdes de Fe nas folhas na dose 15 mg L™
Cr’* na ordem de 27%, ao contrario da dose 30mg L' Cr**, onde se verificou um
aumento da concentracdo de Fe. Por outro lado, nos tratamentos envolvendo Cr®*, ndo
houve diferenca significativa na concentracdo de Fe em relagcdo ao controle (Figura
19C).

O Fe, a exemplo do Cu, esta associado as enzimas envolvidas em reacdes de
oxidorreducéo, tais como as reagdes dependentes da luz na fotossintese, onde o Cu® é
reversivelmente oxidado a Cu®* (TAIZ; ZEIGER, 2004). Segundo SHMIDT et al., (1996),
é dificil tracar um padrao dos efeitos dos metais pesados no metabolismo do Fe, porque
a sua fisiologia depende do tipo de metal associado, da sua concentracdo e das
estratégias de aquisicdo de Fe pelas espécies vegetais. Com Cr esse aspecto ndo é

diferente e as suas interacbes com o Fe variam muito de espécie para espécie
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(BARBOSA, 2005). O Cr, mesmo n&do sendo um elemento essencial para o
desenvolvimento das plantas, induz a deficiéncia de Fe, porque impede a sua
translocacdo para a parte aérea e causa clorose foliar (BARCELO et al.,, 1985).
Segundo esses autores, ndo foi observado decréscimo de Fe em Phaseolus vulgaris L.,
permanecendo seus teores constantes ou superiores em relacdo ao controle em raizes
e caules, ao passo que em folhas houve uma diminuicdo na dose correspondente a 15
mg L™

Em plantas que ndo acumulam altas concentragdes de Fe em suas folhas, como
no caso de Brassica oleracea e Lactuca sativa, a translocagéo de Cr para a parte aérea
€ substancialmente menor (ZAYED, et al., 1998). A razdo dessa baixa absorcdo, pode
ser devida a sua associacdo com o Fe e S em funcdo de suas similaridades
moleculares (SHANKER, et al., 2004). Segundo SHANKER et al.,, (2005), as
dicotileddneas sob deficiéncia de Fe aumentam a atividade da redutase do Fe,
promovendo um incremento da capacidade de reduzir o Fe*" a Fe”" que é a forma de
absorcdo desse elemento pelas raizes nos vegetais. Entretanto, o Cr afeta a absor¢cao
de Fe porgue inibe essa reacao de reducdo, além de competir com o local de absor¢cao
de Fe?",

Em B. oleracea, ha um decréscimo no teor de Fe em todo o tecido foliar na
presenca de Cr, quando comparado com as plantas controle (Zayed et al., 1998). Esse
fato foi também observado por PANDEY, et al.,, (2003) trabalhando com a mesma
espécie, cujo aumento no teor de Cr causou a deficiéncia de Fe e promoveu
consequentemente decréscimo no teor de clorofila e na atividade das enzimas do grupo

heme (catalases e peroxidases). Segundo esses autores, uma das razdes se deve ao
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Figura 19: Concentragdo de Fe em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentracdes de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugdo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
minusculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas referem-se as comparagOes entre cromos tri e hexavalente e as letras
mailsculas comparacfes entre as concentracfes para 0 mesmo estagio de oxidacéo.
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fato da similaridade de suas cargas (Cr** e Fe®), que acaba por levar a uma
substituicdo do Fe* por Cr** nas proteinas heme, resultando numa menor eficiéncia
catalitica.

Em raizes de G. americana as concentracdes de K apresentaram um decréscimo
inversamente proporcional ao incremento das concentracdes de Cr** e Cr®, sendo que
essa diminuicdo foi mais pronunciada nas doses de Cr®* na ordem de 47% para 15 mg
L e de 53,4% para 30 mg L™ (Figura 20A). Esse fato foi também constatado nos
estudos realizados por BARBOSA (2005), utilizando a mesma espécie, submetida a
concentracdes crescentes de Cr** em solucdo nutritiva. Por outro lado, os teores de K
no caule aumentaram proporcionalmente com o incremento das doses de Cr em
solucdo nutritiva, independentemente do estado de oxidacdo, cujo valor maximo na
dose de 30 mg L™ Cr® foi na ordem de 96% quando comparado ao controle (Figura
20B). O mesmo fato foi evidenciado com teor de K na folhas, onde o teor maximo de
acumulo de K foi cerca de 94% na dose 30mg L™ Cr*" em relagéo ao controle (Figura
20C).

O potassio, presente nas plantas como cation K, desempenha um papel
importante na regulacdo do potencial osmotico das células vegetais, assim como ativa
muitas enzimas envolvidas na respiracdo e na fotossintese (TAIZ; ZEIGER 2004). A
ndo absorgédo de ions K, assim como de outros nutrientes minerais, esta relacionada a

diminuicdo da atividade da H* ATPase na membrana plasmatica, devido a sua ruptura
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Figura 20: Concentracdo de K em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentraces de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugéo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
mindsculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas referem-se as comparacOes entre cromos tri e hexavalente e as letras
maiusculas comparacdes entre as concentragdes para 0 mesmo estagio de oxidacao.
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por radicais livres (H,O;) (SHANKER et al, 2005). Segundo esses autores, essa
diminuicdo no teor de K, assim como de outros elementos minerais, pode ser devido a
reducdo no crescimento e posterior impedimento da penetracdo das raizes no solo
devido a toxicidade do Cr.

Observou-se um decréscimo nos teores de Mg nas raizes de G. americana nas
doses de 30 mg L™ Cr** e de Cr®" na ordem de 22,53% e 5,4% respectivamente, ao
passo que ndo houve diferenca significativa na dose 15 mg L™ Cr** e de Cr*" em
relacdo ao controle (Figura 21A). O mesmo fato foi observado por BARBOSA (2003),
gue evidenciou um decréscimo do teor de Mg nas raizes na ordem de 39% na dose
correspondente a 30 mg L™ Cr¥*. Por outro lado, no caule e nas folhas houve um
aumento nas concentracdes de Mg proporcional ao incremento das doses de Cr** e Cr®*
em solucdo nutritiva, cujo maior teor verificado em nivel foliar foi na ordem de 21,7% na
dose correspondente a 30 mg L™ Cr** (Figuras 21B e 21C).

Em células vegetais o Mg tem um papel especifico na ativacdo de enzimas
envolvidas em varias rotas metabdlicas, a exemplo da respiracdo e da fotossintese,
além de fazer parte de varias biomoléculas (TAIZ; ZEIGER 2004). Segundo
TORRESDEY et al. (2004), ha uma relacdo antagbnica entre Cr e Mg nos tecidos
radiculares de Salsola kali, uma vez que o aumento na concentracdo de Cr promove a
diminuicdo na de Mg. Esse decréscimo nos teores de Mg acaba por afetar a
fotossintese, devido a ndo incorporacdo desse elemento metélico a molécula de

clorofila durante a sua biossintese.
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Figura 21: Concentracdo de Mg em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G.
americana submetidas a concentracées de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solucéo
nutritiva juntamente com o controle aos 15 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos.Valores médios de trés repeticdes (x EP). Médias seguidas pelas
mesmas letras mailsculas e mindsculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Letras minasculas referem-se as comparacGes entre cromos tri e
hexavalente e as letras mailsculas comparacGes entre as concentracdes para 0
mesmo estagio de oxidacao.

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

73

Observou-se nas raizes de G.americana um decréscimo nos teores de Ca com o
incremento das doses de Cr**. Em contrapartida, houve um aumento no teor de Ca com
incremento de Cr®*. O menor percentual do teor de Ca, em relacdo ao controle, foi de
14 % para dose de 30 mg L™ Cr**, ao passo que o maior foi de 48,5 % na dose
correspondente 15 mg L™ Cr®* (Figura 22A). Por outro lado, verificou-se no caule um
incremento no teor de Ca com o aumento das doses de Cr**. O mesmo n&o ocorreu em
relacdo ao incremento de Cr°*, cujos teores de Ca permaneceram relativamente
constantes. O maior percentual do teor de Ca no caule, em relacédo ao controle, foi de
19 %, observado na dose de 30 mg L™ Cr** (Figura 22B). O mesmo fato foi constatado
em nivel foliar, a exce¢cdo do maior acumulo de Ca, que ocorreu na dose
correspondente a 15 mg L™ Cr*", na ordem de 36,4% em relacéo ao controle (Figura
22C).

Plantas de Salsola kali, tratadas com 5 e 20 mg L* Cr®, apresentaram um
aumento na absorcdo de Ca em suas raizes. Esse acumulo de Ca foi atribuido como
uma forma de detoxificacdo de Cr®* por parte dessas plantas (TORRESDEY et al.,
2004). Segundo esses autores, houve uma diminuicdo nos teores de Ca no caule das
plantas tratadas com Cr® e um aumento nas tratadas com Cr**. Essa relac&o negativa
apresentada em relacdo ao Cr®" pode ser devida a uma competicdo ou restricdo a
absorcéo de Ca pelas raizes. Na folha dessa mesma espécie, a maior concentracdo de
Ca foi observada na dose de 10 mg L™ Cr**, o que representa um decréscimo de 30%

guando comparado com as plantas controle.
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Figura 22: Concentragdo de Ca em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentraces de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugfo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
mindsculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas referem-se as comparagfes entre cromos tri e hexavalente e as letras
maiusculas comparacdes entre as concentragdes para 0 mesmo estagio de oxidacao.
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Observou-se uma diminuicdo nos teores de P nas raizes de G. americana nas
doses correspondentes a 30 mg L™ Cr¥* e 15 mg L™ Cr®*, cujos decréscimos foram na
ordem de 23,4 e 20 % respectivamente (Figura 23A). Nas demais doses, referentes as
duas formas de oxidacédo de Cr, os teores de P permaneceram constantes, quando
comparados ao controle. Em contrapartida, BARBOSA (2003) obteve um incremento de
5% nos teores de P nas raizes de plantulas de G. americana, no tratamento
correspondente a 30 mg L™ Cr*. Por outro lado, houve uma diminuicdo nos teores de P
no caule para ambas as formas de oxidacéo de Cr, principalmente na dose de 30 mg L™
Cr** , cujo decréscimo foi de 25% em relacdo ao controle (Figura 23B). Entretanto, na
folha foi observado um aumento no teor de P apenas na dose 15 mg L™'Cr® na ordem
de 29%, ao passo que nas outras doses e formas de oxidacdo de Cr ndo foram
observadas variagdes significativas ( P< 0,05) nos teores de P (Figura 23C).

TORRESDEY et al. (2004) trabalhando com a espécie Salsola kali encontradram
resultados semelhantes para plantas tratadas com Cr°*, onde foi observada uma
diminuicéo significativa dos teores de P nos tecidos radiculares. O mesmo fato foi
constatado por BARCELO et al. (1985) em Phaseolus vulgaris cultivado no solo em pH
6.0 na presenca de Cr®*. Segundo SHANKER et al. (2004) o P e o Cr competem pelo
mesmo sitio de absorcdo na raiz, isso, por sua vez, faz com que o Cr seja absorvido
pelo sistema radicular e transportado para a parte aérea mais rapidamente em relacéo
ao P, causando deficiéncia deste elemento nas plantas. Além do mais, a interagdo entre
Cr e P varia entre diferentes espécies e cultivares estudados, cujos trabalhos apontam
efeitos antagbnicos entre esses elementos (MORAL et al.,1995). Por outro lado, o Cr**

e Fe*, apresentando acdes similares, também afetam a absorcdo de P, causando
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Figura 23: Concentracdo de P em raiz (A), caule (B) e folhas (C) em plantulas de G. americana
submetidas a concentraces de 15 e 30 mg L™ de Cr** e Cr®" em solugfo nutritiva
juntamente com o controle aos 15 dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos.Valores
médios de trés repeti¢des (+ EP). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas e
mindsculas no grafico ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
mindsculas referem-se as comparacOes entre cromos tri e hexavalente e as letras
maiusculas comparacdes entre as concentragdes para 0 mesmo estagio de oxidacao.
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sintomas de deficiéncia aguda deste ultimo elemento (SAMANTARAY et al., 1998).

5. CONCLUSOES

O cromo tri (Cr*) e hexavalente (Cr®") afetaram o crescimento e o
desenvolvimento das plantulas de G. americana cultivadas em solucdo nutritiva,
principalmente na forma de Cr®*, provendo alteracées (i) nas trocas gasosas foliares, (ii)
particdo de biomassa, (iii) composi¢ao quimica e (iv) morfologia interna.

O cromo hexavalente foi reduzido a trivalente pelas plantulas de G. americana
cultivadas em solug&o nutritiva.

A espécie G. americana demonstrou potencialidades fitorremediadoras,
principalmente como planta fitoestabilizadora de Cr®* , ao reduzi-lo a Cr** e tornando-o
menos toxico, e rizofiltradora de Cr** e Cr®* ao absorvé-los e concentra-los no sistema

radicular na forma de Cr®".
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transversal do caule submetido as concentracdes de Cr3*e Cré*. (A, B, C, D)
Controle, (E, F, G, H) tratamento 15 mg L Cr®*. Abreviaturas: epiderme(EP),cortex

(CX), membrana plasmatica (mp), xilema (X). Azul de astra e safranina a 1%,. Escala:
(A, C, E,G)60um, (B, D, F, H) 10 um.

Figura 6: G-H -Seccéo
Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

50

- o % [ _ — A > ! b
ST TN T LTk
7 g9 Os NS X o TG
a?a: 1 % ~’$‘! A

9095 & ' |
2' e S X ’. ”l"'n e
702 o 9 =

*,-

Seo

- -
&
,.v. .
0. .
2
‘\
\"
& B o

L ALl £
/ ‘. " -
v v

X
®xVsle
A T 11
» 4P
)]
O S\
P’Y & 3
-nt
- &
« !'"1.1 -
Ca™ @l » 8 3

. J
-
-
=
e

’ >

AR
® e ..
&

.-ivv' -
[ 11 J
J Y

)

1
L

.
L

k.
@
"
Ly
* e

F 3

A TYY
e

Figura 7: G-H - Seccéo transversal do caule submetido as concentracdes de Cr3*e Cré*. (A, B, C, D)
30mg Lt Cr¥, (E, F, G, H) tratamento 15 mg L?* Cr®. Abreviaturas:
epiderme(EP),cortex (CX), membrana plasmatica (MP), xilema (X). Azul de astra e
safranina a 1%,. Escala: (A, C, E, G) 60 um, (B, D, F, H) 10 pum.
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Figura 8: (I-J): Secgdo transversal do caule submetido ao Cr3* Crb* teste histoquimico com lugol a
1%.(A, B) Controle,(C-D) tratamento 15 mg L* de Cr3*, (E-F), tratamento 30 mg L* de
Cr3*, (G-H) tratamento 15 mg L™de Cr®*, 30 mg L'de Cr®*, verifica-se o acimulo de
amido na regido cortical e raios parenquimaticos (setas).Abreviaturas: drusas (Dr).
Escala: (A, C, E, G, 1) 60 um (B, D, F, H, J) 30 um.
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Figura 9: A-D -Seccdo transversal da folha submetida ao Cr3* e Cré*. (A-B) Contrcie: A nervura
central, B:detalhe do mesofilo; (C-D) tratamento 30 mg L Cr3*: C nervura central,
D detalhe do mesofilo. Setas indicam espagos intercelulares.Abreviaturas: Nervura
central (NC), epiderme (EP), parénquima palicadico (PP), parénquima lacunoso
(PL), colénquima(CO).Azul de astra e safranina a 1%,. Escala: (A, C) 170 um, (B,
D) 30 um.
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Figura 10: A-D : Seccéo transversal da folha submetida ao Cr3* e Cré* (A-B) tratamento 15 mg L*
Cré*: A nervura central, B detalhe do mesofilo; (C-D) tratamento 30 mg L* Cré*: C
nervura central, D detalhe do mesofilo. Setas indicam espagos
intercelulares.Abreviaturas: Nervura central (NC), epiderme (EP), parénquima
palicddico (PP), parénquima lacunoso (PL), colénquima(CO), colapso celular
(CC).Azul de astra e safranina a 1%. Escala: (A, C) 170 um, (B, D) 30 um.

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

54

‘.a .
‘ODe»

Figura 11: A-D -Seccdo transversal da nervura central da folha de Genipa americana submetida ao
Cr3* Crb* -teste histoquimico com lugol. (A) Controle, (B) tratamento 15 mg L-1 de
Cr3, (C) tratamento 15 mg L'de Cr®*, (D) tratamento 30 mg L'de Crb*.Setas
indicam amido nas células de parénquima préximas ao tecido vascular. Escala: (A,
B, C, D) 60 um.
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Figura 4: A-J - Seccdo transversal da raiz submetida ao tratamento com o Cr3*e Crb*. (A-B) Controle:
A regido cortical, B detalhe das células da regido cortical; (C-D) tratamento 15 mg L*
Cr3, C regido cortical, D detalhe das células da regido cortical; (E-F) tratamento 30
mg L' Cr¥, E regido cortical, F detalhe das células da regido cortical; (G-H)
tratamento 15mg L™ Cr®*, G regido cortical, H detalhe das células da regido cortical;
(1-J) tratamento 30 mg L* Cr®*, I regido cortical, J detalhe das células da regido
cortical.Abreviaturas:espagos intercelulares(El), cortex (CX), epiderme ( EP), células
com contetdo denso(CD), nucleo eliptico (NE). Azul de astra e safranina a
1%.Escala: (A, C, E, G, 1) 60 um, (B, D, F, H, J) 10 pm.
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Figura 5: A-D - Seccéo transversal da raiz - reagdo com floroglucina acidificada a 1%, evidenciada
pelas paredes celulares lignificadas - submetida as concentracdes de Cré*e Crb*. (A)
Controle, (B) tratamento 30mg L* Cr3, (C) tratamento 15mg L* Crb*, (D)
tratamento 30mg L Cr* . Escala: 60 pm.
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