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RESUMO

MOTA, LARA KANASHIRO. Efeitos anatdbmicos nas raizes de Talinum
paniculatum (Jacg.) Gaertn expostas a doses crescentes de cobre. 2021. 21f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacéo) — Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas.
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Goiés. Rio Verde, Goiés, 2021.

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial para microrganismos e plantas. Atua
em varias partes das plantas, mas em excesso pode causar toxidez e, consequentemente,
prejudicar o desenvolvimento vegetal. A raiz, primeiro 6rgdo a ter contato com o metal,
tem tendéncia em acumula-lo pois sua translocacdo para a parte aérea da planta tende a
ser lenta. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi caracterizar possiveis efeitos anatdmicos nas
raizes da espécie Talinum paniculatum exposta a diferentes concentracdes de Cu no solo. A
espécie foi cultivada em um Latossolo Vermelho de textura argilosa, com diferentes
concentragdes de Cu (0; 50; 100; 200 e 400 mg dm™ solo). Transcorridos 60 dias de
crescimento, amostras das raizes foram selecionas, fixadas em FAAs, desidratadas e
armazenadas em alcool 70%. Em seguida, as amostras foram incluidas em historesina;
seccionadas em micrétomo rotativo 7 um; coradas com azul de toluidina ou submetidas
a testes histoquimicos. As laminas foram montadas em Permount, analisadas e
fotografadas. O diametro dos elementos de vaso foi avaliado no software Image J. As
raizes de T. paniculatum apresentaram inicio de crescimento secundario evidenciado pela
diferenciagdo do cambio vascular e substituicdo da epiderme pela periderme. As células
parenquimaticas do xilema secundario acumulam amido e idioblastos mucilaginosos sdo
abundantes nessa regido. Foram observadas alteragBes no diametro das células condutoras do
xilema quando expostas as concentracdes de (0, 50, 100 e 200 mg dm® solo). Em
contrapartida, na maior concentracdo (400 mg dm™ solo), os resultados sdo similares das
plantas controle, ou seja, a planta sofreu um impacto maior nas primeiras doses de Cu e
apresentou ser tolerante em doses maiores. Assim, podemos concluir que a T. paniculatum é
tolerante ao cobre pois ndo foram observadas alteragBes estruturais nas raizes as quais poderiam

comprometer o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: anatomia; cobre; fitorremediacgéo, raiz.



Abstract

MOTA, LARA KANASHIRO. Anatomical effects on the roots of Talinum
paniculatum (Jacq.) Gaertn. exposed to increasing doses of copper. 2021. 21f.
Course Conclusion Paper (Undergraduate) - Bachelor of Biological Sciences. Goias
Federal Institute - Campus Rio Verde, Goias. Rio Verde Goias, 2021.

Copper (Cu) is an essential micronutrient for microorganisms and plants. It acts
on various parts of plants, but in excess it can cause toxicity and, consequently, harm
plant development. The root, the first organ to make contact with the metal, tends to
accumulate it because its translocation to the aerial part of the plant tends to be slow.
Thus, the objective of this work was to characterize possible anatomical effects on the
roots of the species Talinum paniculatum exposed to different concentrations of Cu in
the soil. The species was cultivated in a clayey Oxisol, with different concentrations of
Cu (0, 50, 100, 200 and 400 mg dm™ soil). After 60 days of growth, root samples were
selected, fixed in FAAS5O, dehydrated and stored in 70% alcohol. Then, the samples
were embedded in historesin; sectioned on a 7 pum rotating microtome; stained with
toluidine blue or subjected to histochemical tests. The slides were mounted in
Permount, analyzed and photographed. The diameter of the vessel elements was
evaluated using Image J software. The roots of T. paniculatum showed the beginning of
secondary growth, evidenced by the differentiation of the vascular cambium and
replacement of the epidermis by the peridermis. The secondary xylem parenchyma cells
accumulate starch and mucilaginous idioblasts are abundant in this region. Changes in
the diameter of the xylem conductor cells were observed when exposed to
concentrations of (0, 50, 100 and 200 mg dm™ soil). On the other hand, at the highest
concentration (400 mg dm soil), the results are similar to the control plants, that is, the
plant suffered a greater impact in the first doses of Cu and showed to be tolerant in
higher doses. Thus, we can conclude that T. paniculatum is tolerant to copper since no
structural changes were observed in the roots which could compromise plant growth

and development.

Keywords: anatomy; copper; phytoremediation, root.
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1. INTRODUCAO

Os elementos minerais essenciais para 0 crescimento das plantas sdo
classificados em: macronutrientes, tais como o nitrogénio (N), calcio (Ca), potassio (K),
fosforo (P), magnésio (Mg) e enxofre (S) e em micronutrientes, como o cobre (Cu),
boro (B), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn) (SBCS-NUCLEO
REGIONAL SUL, 2004). O cobre (Cu) é essencial para o desenvolvimento das plantas
e, quando encontrado em baixas concentragfes (GAUTAM; ANJANI; SRIVASTAVA,
2016), valor este definido pela CETESB (2016) como 60 mg kg-1, ndo apresenta efeitos
negativos ao solo, podendo proteger a planta contra o estresse oxidativo, atuando na
respiragdo e no metabolismo de carbono e nitrogénio (MARSCHNER, 2012). Ainda,
esse micronutriente faz parte de compostos organicos, como enzimas Vvitais ao
metabolismo vegetal e proteinas (KABATA-PENDIAS, 2011).

No entanto, atividades antrépicas diversas, como aplicacdes de fungicidas,
industrializagéo, urbanizacdo e mineracdo (NARANJO et al., 2008), podem aumentar as
concentragfes de Cu nos solos, afetando a dindmica no sistema solo-planta e
consequentemente suas interacdes (MALAVOLTA et al., 1997; MARQUES et al.,
2011). Quando encontrado em excesso, 0 cobre se torna toxico, provocando distarbios
bioquimicos, morfoanatdmicos e fisiolégicos nas plantas (SANCHEZ-PARDO;
FERNANDO-PASCUAL; ZORNOZA, 2014; GAUTAM; ANJANI; SRIVASTAVA,
2016), impedindo o seu crescimento e (GAETKE; CHOW, 2003; MADEROVA,;
WATSON; PATON, 2011) ocasionando perdas no potencial produtivo de grandes
cultivos (DUCIC; POLLE, 2005; MACKIE et al., 2012). Ademais, o cobre em excesso
pode desencadeiar efeitos nocivos na propria agricultura, afetando negativamente
processos microbioldgicos, ou causando a fitotoxicidade e transferéncia de elementos
toxicos para os seres humanos e animais (NICHOLSON et al., 2003).

Nas raizes, 0 excesso do Cu pode ocasionar diferentes alteracbes morfoldgicas,
tais como: paralisagdo no desenvolvimento (KULIKOVA et al., 2011); reducdo da
biomassa (LEQUEUX et al.,, 2010); alteracdes no diametro, area superficial e
comprimento radicular (CAI et al., 2014); mé& formacao e inchagos irregulares, onde as
raizes secundarias surgem (PANOU-FILOTHEOU, BOSABALIDIS, 2004). Dentre as
alteracbes anatdbmicas, destacam-se: rupturas na epiderme causadas pelo répido
crescimento das camadas mais internas das raizes (SHELDON; MENZIES, 2005;
KOPITTKE; MENZIES, 2006; KOPITTKE et al., 2009); acimulo de compostos

fendlicos em células do cortex (BRUNETTO et al., 2015); reducdo no numero de
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células do parénquima (MINKINA et al., 2019); diminuicdo do didmetro da estelo
(MINKINA et al., 2019) e; espessamento das paredes celulares da endoderme
(GUIMARAES et al., 2016).

Visto que altas concentracdes de metais pesados no solo sdo um fator
prejudicial, fazem-se necessarias alternativas para recuperacdo de areas contaminadas,
sendo que uma das formas de recuperar € através da fitorremediacdo (fito = planta e
remediacdo = corrigir). Conhecida desde 1991, essa tecnologia utiliza plantas para degradar,
extrair ou imobilizar contaminantes do solo e da dgua e procura analisar a interacdo da planta com
o0 contaminante (EPA, 2000). Dentre as vantagens da fitoremediacdo, destacam-se: baixo custo de
investimento e de operac&o, aplicabilidade in situ, e geracdo minima de impactos ambientais e de
mobilizacdo de solo na area contaminada (CHAVES et al., 2010). Atualmente ainda se conhece
muito pouco no Brasil sobre o potencial de espécies nativas atuarem como fitoremediadoras de
areas contaminadas. Deste modo, considerando a megabiodiversidade encontrada no pais,
pesquisas com a finalidade de identificar e selecionar um nimero significativo de espécies
vegetais com essas caracteristicas €, sem divida, uma demanda importante e necessaria.

Dentre as espécies utilizadas como fitorremediadoras de cobre estdo a aveia preta
(Avena strigosa Schreb), com dois tipos de gendtipo “UPFA 21 Moreninha” e
“Vacaria”, a aveia branca (Avena sativa L.) “URS 217, a mucuna preta (Mucuna
aterrima L.), a mucuna cinza (Mucuna cinereum L.), o feijdo de porco (Canavalia
ensiforms DC) (VENDRUSCULO, 2013); o crisantemo cv. Dark Fiji (Dendranthema
grandiflora Tzevelev) (MENEGAES et al., 2017); o cedro-rosa (Cedrela fissilis Vell), e
0 ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa (Mart.)) (CAIRES, 2005).

Estudos feitos com o género Talinum vém mostrando potencial fitorremediador,
sendo que dentre as espécies existentes no género, Talinum triangulare (Jacg.) Willd é
considerada hiperacumuladora de cobre, chumbo e niquel (AKINOLA; EKIYOYO,
2006; RAJKUMAR et al., 2009; KUMAR, PRASAD; SYTAR, 2012). Deste modo,
escolhemos Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn, pertencente a familia Talinaceae,
anteriormente Portulacaceae (BRILHAUS et al., 2016), a fim de analisar sua capacidade
de tolerar diferentes concentragdes de Cu no solo. E uma planta daninha, originaria da
América Latina, cultivada em grande escala para fins medicinais e alimentares na
Nigéria, Asia, Africa e América do Sul (AGBONON et al., 2009), encontrada em

diversos paises, incluindo o Brasil.
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2. OBJETIVO
O presente estudo teve como objetivo caracterizar possiveis efeitos anatdbmicos
nas raizes da espécie Talinum paniculatum e sua capacidade em tolerar diferentes

concentragdes de Cu no solo.

3. MATERIAL E METODOS

Composicao do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacéo no Instituto Federal Goiano — Campus
Rio Verde. Foi utilizada amostra de solo correspondente a camada de 0-20 cm de um Latossolo
Vermelho distrofico, com textura argilosa, coletado em area de pastagem do Campus Rio Verde,
totalizando cerca de 300 kg de solo, o qual foi peneirado e seco ao ar livre.

As sementes de Talinum paniculatum foram plantadas em bandejas e ap6s 30 dias de
germinacdo foram transplantadas para sacos plasticos, com 6 dm? de solo cada, contaminado com
diferentes concentraces de Cu em cada tratamento (0, 50; 100; 200 e 400 mg dm solo).

A contaminacdo foi realizada de forma manual com cinco repeticfes por concentragéo,
totalizando 25 unidades experimentais, com duas plantas por unidade experimental. A mesma foi
feita da seguinte forma: utilizou-se o cloreto de cobre dihidratado, a partir de uma soluc&o estoque
de 20g L™ de Cu," livre, onde foram calculadas as quantidades necessarias de solugéo estoque

para a aplicacdo em cada tratamento, finalizando com 1 L de &gua em cada unidade.

Analises anatbmicas

Transcorridos 60 dias de crescimento da planta apds o transplante, amostras de raizes
foram coletadas para os estudos anatbmicos. Apos coleta, 0 material foi fixado em FAAsg
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%) por 48 horas e armazenadas em alcool etilico
70% (Johansen, 1940). Posteriormente as amostras foram desidratadas em série etanolica e
incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). Para
as analises em microscopio, as amostras foram seccionadas transversalmente (7um de
espessura) em micrétomo rotativo (Modelo 1508R). Parte do material foi corado com
azul de toluidina em pH 4,7 (O’BRIEN, FEDER e MCCULLY, 1964). As laminas
foram submetidas a testes histoquimicos com PAS (MCMANAUS, 1948) para
evidenciar polissacarideos e lugol para a identificacdo de graos de amido (JOHANSEN,
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1940). As laminas foram montadas com resina sintética (Permount), analisadas e
fotografadas em um microscopio Olympus modelo BX61 com uma cadmera DP-72 do
Laboratorio de Anatomia Vegetal do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde.

O didmetro das células condutoras do xilema foi determinado através das
imagens de cortes transversais utilizando o software de processamento de imagens
ImageJ] (EASLON e BLOOM, 2014). Para cada tratamento foram analisadas duas
laminas.

Ao final dos 60 dias de crescimento, também foram coletadas amostras de solo
de cada tratamento para quantificacdo dos teores de Cu disponivel, conforme

metodologia da Embrapa (2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Concentrac6es disponiveis de Cu no solo

As concentracgdes iniciais de Cu aplicadas no solo, bem como as concentragdes

disponiveis ao final do experimento, séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdo de Cu total e Cu disponivel no solo.

Concentracéo total de Cu (mgdm™ ) Concentracdo de Cu disponivel (mgdm™ )
0 1,8
50 10,2
100 22,3
200 67,5
400 161,4

Concentragfes de Cu total e disponivel no solo. As concentragdes tedricas sdo célculos das
solugdes de Cu aplicadas inicialmente no solo. Concentragcdes disponivel € a quantidade disponivel de Cu
no solo (DTPA usado como extrator, &cido dietilenotriminopentaacético), encontradas ao final do

experimento.

Considerando os valores orientadores para solos do Estado de Sdo Paulo, os
valores de Cu disponivel no solo ao final do experimento até a concentragéo aplicada de
100 mg mg dm™ (1,8; 10,2 e 22,3 mg dm™), estdo abaixo do valor de prevengdo (60 mg
kg™'), ou seja, concentrages sem efeito negativo esperado na qualidade do solo,
enquanto que nos tratamentos de 200 a 400 mg dm® (67,5 161,4 mg dm?), as

concentragcdes situam-se acima do valor de prevengdo, porem abaixo do valor de
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intervencdo agricola (760 mg kg™), ou seja, em concentragdes que podem representar
prejuizo a qualidade natural do solo, mas que néo justificam uma intervencédo na &rea,
havendo somente a necessidade de controle das fontes de poluicdo e monitoramento da
area (CETESB, 2016).

No presente experimento realizado com as concentracdes (0, 50, 100, 200 e 400
mg dm™), ndo foram observados efeitos negativos significativo na planta. Levando em
consideracdo a maior dose usada para avaliar a T. paniculatum (400 mg dm®) a literatura
nos mostra espécies que tiveram danos anatémicos/morfoldgicos quando expostas a
concentracdes semelhantes ao do nosso experimento. Caires (2011), avaliando o
desenvolvimento de mudas de cedro-rosa (Cedrela fissilis Vell.), com solo contaminado
por Cu com as seguintes concentracdes totais (0, 60, 80, 100, 500 mg kg™), a planta
sofreu impacto nos primeiros 10 dias apresentando clorose seguido de queda foliar.
Apbs 20 dias, ja apresentavam gemas de brotacdo em desenvolvimento, mas nos
tratamentos (100 e 500 mg kg™) tiveram sintomas de toxicidade & contaminacéo ao Cu,
tendo reducéo de crescimento e desenvolvimento anormal da gema apical.

No experimento de Marques (2018), com Hymenaea courbaril L. exposta ao
cobre (0, 100, 200, 400 e 800 mg kg ~' concentragdes totais), 0 autor observou uma
reducdo da area do cilindro vascular e da espessura do cortex das raizes, de acordo com
0 aumento das concentracdes de Cu no solo. O excesso de Cu (800 mg kg™') causou
toxicidade, diminuicdo da fotossintese, inibicdo do desenvolvimento radicular
principalmente de raizes finas e alterac6es foliar, porém a planta foi tolerante ao excesso

de cobre.

Estrutura anatdmica da planta controle

As raizes das plantas controles de Talinum paniculatum, em cortes transversais,
apresentaram inicio de crescimento secundario, com atividade do cambio vascular
(Figura 1a) e do felogénio. Assim, o tecido de revestimento, formado pela periderme
(Figura 1b), é composto por uma ou duas camadas de células de feloderma, uma camada
de células meristematicas, o felogénio e cerca de duas camadas de suber. Como o
crescimento secundario ainda € incipiente, resquicios da epiderme sdo observados
externos a periderme (Figura 1b). Logo abaixo da periderme observa-se a regido cortical
composta por parénquima de preenchimento. O sistema vascular secundario inclui o
floema e xilema secundérios resultantes da atividade do cadmbio vascular, tecido este

composto por trés a quatro camadas de células tabulares (Figura 1c). O xilema é
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caracterizado por uma proliferacdo de células parenquimaticas em detrimento das
células condutoras (Figura 1a, d-f). Nessa regido sdo observados numerosos idioblastos
mucilaginosos (Figura 1d-e) e células parenquimaticas repletas de grdos de amido
(figura 1f).

CONTROLE
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Figura 1 - Seccdo transversal de raiz de Talinum paniculatum (Controle) A-C: Amostras coradas com
azul de Toluidina. A: Visdo geral evidenciando o cambio vascular (circulo pontilhado). B: Detalhe da
periderme (Pe). C: Detalhe do cAdmbio vascular (CV). D e E: Reacdo com PAS para identificacdo de
polissacarideos. Detalhe dos idioblastos mucilaginosos (setas) entremeados ao xilema secundario. F:
Teste histoquimico com lugol evidenciando amido (setas) nas células parenquimaticas do xilema. Barras
=200 pm.

Alteracdes anatdémicas

Nas amostras expostas a doses crescentes de Cu ndo foram observadas alteragdes
na maioria dos tecidos (Figuras 2-3). No entanto, houve um aumento no diametro das
células condutoras do xilema nas concentragdes de 50, 100 e 200 mg dm®. Em
contrapartida, na maior dosagem de Cu (400 mg dm™) os elementos de vaso apresentaram

espessura semelhante ao tratamento controle (Tabela 2).
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Tabela 2- Didmetro das células condutoras do xilema nas diferentes dosagens de Cu.

Concentragdo de Cu (mgdm® ) Valores medios
0 249,65 um
50 551,50 um
100 349,71 pm
200 427,09 pm
400 253,84 um

Considerada como estratégia durante o processo de transporte de metais pesados
para evitar a translocacdo em excesso dos ions para a parte aérea, estudos vém
mostrando que o0s metais pesados sdo retidos nas paredes celulares dos tecidos
radiculares, dentre eles o xilema (Vésquez et al. 1992, Wojcik et al. 2005). Vesk et al.,
(1999) sugerem que o Cu se acumula na parede celular das células do xilema,
impedindo que a maior parte deste elemento seja efetivamente translocado até a folha.
Por esse motivo o Cu tem uma grande afinidade com os ligantes presentes nas raizes,
sendo acumulado principalmente nesse 6rgdo (JEZLER, 2016). Observamos um
aumento da quantidade de células condutoras do xilema provavelmente devido ao

acumulo de Cu no sistema vascular secundario.
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Figura 2 - Seccdo transversal de raizes de Talinum paniculatum. Comparacdo da periderme entre o
controle e as diferentes dosagens de Cu. Pe: Periderme. Analise do floema (setas) em diferentes
concentragdes de Cu. Barras = 500 pm.
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Figure 3 — Regido central das raizes de Talinum paniculatum em seccdo transversal expostas a doses
crescentes de Cu. Detalhe dos elementos de conduc@o do xilema entremeados a células parenquimaticas.
Barras = 500 pm.

5. CONCLUSAO

Nas analises dos cortes transversais das raizes de Talinum paniculatum foi
observado crescimento secundario e aumento no didmetro das células condutoras do
xilema de acordo com o aumento das concentra¢fes de Cu. Porém na maior dosagem 0s
elementos de vaso sdo similares aos das plantas controle. Apesar das pequenas
alteracbes anatdbmicas observadas, nas condi¢cdes experimentais avaliadas, a planta

mostrou-se tolerante aos tratamentos de Cu ndo tendo seu crescimento afetado.
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