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Fitotoxicidade do chumbo na germinacio e crescimento inicial de
alface em funcao da anatomia radicular e ciclo celular!

Lead phytotoxicity on germination and early growth of lettuce as a function
of root anatomy and cell cycle

Marcio Paulo Pereira?*, Fabricio José Pereira’, Luiz Carlos de Almeida Rodrigues?,
Sandro Barbosa’, Evaristo Mauro de Castro®

Resumo - Objetivou-se com esse trabalho avaliar a fitotoxicidade de cinco concentragdes de chumbo na germinagao,
anatomia radicular, e divisdo celular de alface. Cipselas de alface foram colocadas em placas de Petri com papel de filtro e
2,5 mL de solugdo contendo 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mM de Pb(NO,),. As placas permaneceram em cédmara do tipo B.O.D. a
25°C com fotoperiodo de 12 h, sendo avaliadas as seguintes variaveis: germinagdo, crescimento inicial, anatomia radicular,
indice mitético e frequéncia de anormalidades cromossomicas no meristema apical radicular. O delineamento estatistico foi
inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeti¢des. Os dados foram submetidos & analise de variancia e
regressdo. A germinac@o das sementes e o crescimento inicial das plantulas foram reduzidos proporcionalmente ao aumento
nas concentragdes de chumbo. A anatomia radicular apresentou redugdes nas barreiras apoplasticas e modificagdes do xilema
relacionadas com um aumento na condutividade hidraulica na presenca de chumbo. O indice mitdtico foi reduzido e as
anormalidades cromossomicas foram aumentadas na presenga das diferentes concentragdes de chumbo. O sistema radicular da
alface foi mais afetado que a parte aérea pelas doses de chumbo e os sintomas de fitotoxicidade mostraram-se relacionados a
reducdo no indice mitdtico do meristema apical radicular e maior condugdo de chumbo para a parte aérea.

Palavras-chave - Bioindicadores. Citogenética. Lactuca sativa. Metais pesados. Mudangas estruturais.

Abstract - This work aimed to evaluate the phytotoxicity of five lead concentrations on germination, root anatomy and cell
cycle of lettuce. Lettuce cypselae were placed in Petri dishes covered with filter paper and 2.5 mL of solution containing
0.0, 0.5, 1.0, 2.0 and 5.0 mM of Pb(NO,),. Dishes were maintained in growth chamber B.O.D. type at 25°C and photoperiod
of 12 h, the following variables were evaluated: germination percentage, early growth, root anatomy, mitotic index and the
rate of chromosomal abnormalities on root apical meristem. The seed germination and seedlings early growth were both
reduced proportionally to the increase in lead concentrations. The root anatomy showed decreases in apoplastic barriers and
modifications on the xylem related to the increase of hydraulic conductivity in the presence of lead. There were reductions in
the mitotic index and na increase in chromosomal abnormalities under the different lead concentrations. Therefore, the lettuce
root system were more affected by lead concentrations and the phytotoxicity symptoms are related to the reductions on mitotic
index on root apical meristem and anatomical modifications related to higher lead translocation to plant shoots.
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Fitotoxicidade do chumbo na germinagdo e crescimento inicial de alface em fungdo da anatomia radicular e ciclo celular

Introducao

A contaminagdo dos solos por metais pesados se
destaca entre os problemas ambientais devido ao intenso
uso desses elementos pela industria e agricultura, sendo o
chumbo (Pb) considerado um poluente devido seu efeito
toxico para plantas e animais (GRATAO et al., 2005;
SHEN et al., 2002). O Pb ¢ utilizado desde a antiguidade
sendo que a partir do século XIX ganhou notoriedade
como poluente ambiental. Além dos processos naturais, a
contaminag¢do do ambiente por Pb é resultado de atividades
como: mineragdo, fundi¢do, uso de combustiveis fosseis,
defensivos agricolas, industria de baterias e outras
atividades industriais (SHARMA; DUBEY, 2005).

Estudos sobre a absor¢do do Pb por plantas t€ém
demonstrado que esse elemento pode causar efeitos
fisiologicos, bioquimicos e estruturais levando as plantas
a apresentarem sintomas visuais e outros efeitos como a
reducdo do crescimento das raizes ou de toda a planta,
clorose foliar, modifica¢des nas atividades enzimaticas e
na fotossintese (VERMA; DUBEY, 2003; GAUTAM et al.,
2011). O Pb também pode inibir ou reduzir a germinagao
de sementes (LAMHAMDI et al., 2011; AHMAD et
al., 2011), e modificar caracteristicas anatdmicas como,
por exemplo, aumento no numero de estomatos e na
condutancia estomatica e redugdo no tamanho dos feixes
vasculares (KOSOBRUKHOV et al., 2004). Contudo,
essas modifica¢des sao ainda pouco estudadas em plantas
ndo tolerantes.

Plantas sensiveis as substancias toxicas podem
ser utilizadas como organismos teste para a avaliacdo e
monitoramento de contaminantes ambientais. A alface
(Lactuca sativa L. - Asteraceae) tem sido amplamente
utilizada em testes de fitotoxicidade (DING et al., 2009)
e genotoxicidade (MONTEIRO et al., 2009; EOM et al.,
2007) devido a sua sensibilidade e representatividade, e
ainda por ser amplamente cultivada no mundo todo. De
acordo com Campos et al. (2008) a avaliacdo de danos
sobre o complemento cromossdmico da alface ¢ favorecida
pelo fato da espécie possuir caracteristicas citogenéticas
estaveis e bem definidas, como cromossomos grandes e
em numero reduzido (2n = 2x = 18).

A restricdo do crescimento radicular e germinag@o
devido a fitotoxicidade ao Pb podem ser relacionados com
diminuic¢do das divisdes celulares dos meristemas apicais
radiculares ou produ¢édo de anormalidades cromossOmicas,
assim como por modificagdes anatomicas radiculares.
Dessa forma, objetivou-se com esse trabalho avaliar a
fitotoxicidade do Pb na germinagdo, anatomia radicular
e ciclo celular de alface sob cinco concentragdes desse
elemento.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no municipio
de Alfenas — MG. As concentracdes de Pb foram
determinadas com base na Resolugao n° 420 de 2009 do
CONAMA que trata dos limites para a deposi¢do de Pb
em solos. Os tratamentos constituiram das concentragdes
0,5; 1,0; 2,0 € 5,0 mM, de Pb(NO,), sendo esses valores
estabelecidos como: concentragdes acima dos valores de
prevengdo e dos limites aceitaveis de Pb para os ambientes
agricola, residencial e industrial, respectivamente; ¢ a
auséncia de Pb(NO,), como solugdo controle.

Foram colocadas 25 cipselas (MARZINEK et al.,
2008) de alface (Lactuca sativa L. - cultivar ‘Grand
Rapids’) em placas de Petri contendo duas folhas de papel
de filtro, e 2,5 mL de cada solug¢do contendo as diferentes
concentragdes de Pb(NO,),. As placas foram mantidas
em camara tipo B.O.D. a 25°C com fotoperiodo de 12 h.
O percentual de germinagdo foi avaliado apds 24 horas,
contando-se o numero de sementes germinadas em cada
parcela experimental.

Apds 72 h foram feitas as avaliacdes de crescimento
inicial, pesando-se em balanca analitica a massa fresca
de dez plantulas por repeti¢do, escolhidas ao acaso. O
comprimento da raiz de dez plantulas por repeticao foi
avaliado utilizando um paquimetro digital. O delineamento
foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
quatro repeti¢des. A parcela experimental foi constituida
por 25 cipselas de alface.

As analises anatdmicas foram feitas aos sete dias
apos o inicio do experimento, fixando as plantulas de alface
em FAA,, (KRAUS; ARDUIM, 1997). As secgoes
transversais das raizes foram feitas utilizando micrétomo
de mesa (modelo LPC) e para a montagem das laminas
semi-permanentes as sec¢des foram clarificadas com
hipoclorito de sodio 50% (v v'!) e corados com safrablau
(safranina 0,1% e azul de Astra 1,0% na proporgédo de 7:3)
segundo método proposto por Kraus e Arduim (1997).
O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado
composto de cinco laminas para cada tratamento das quais
foram fotomicrografadas quatro sec¢des de cada lamina
¢ mensurados trés campos de cada sec¢do. As laminas
foram digitalizadas, utilizando microscopio optico Zeiss
Microimaging GmbH Scope.Al, e as imagens analisadas
em software UTHSCSA-Imagetool.

Para as avaliagdes citogenéticas, apos 24 h do inicio
do experimento, as raizes das plantulas de cada tratamento
foram coletadas, fixadas em Carnoy (alcool etilico P.A. ¢
acido acético glacial na propor¢do de 3:1) e armazenadas
em freezer a -18°C. As laminas foram confeccionadas pelo
método de esmagamento (TECHIO et al., 2010). Para
tanto, os meristemas apicais foram hidrolisados com acido
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cloridrico 5,0 N a 25°C e corados com reativo de Schiff.
Foram avaliadas 3000 células/tratamento para a avaliagdo
do indice mitdtico e anormalidades cromossdmicas.
As anormalidades cromossdmicas quantificadas foram
constituidas de micronicleos, c-metafases, pontes
cromossomicas, cromossomos perdidos e pegajosos
(Stickiness). O delincamento estatistico utilizado foi
o inteiramente casualizado com cinco tratamentos, 30
repetigdes para o indice mitotico e 15 para anormalidades
cromossomicas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas com auxilio do programa estatistico
Sisvar (FERREIRA, 2003) utilizando regressao linear ou
o teste de Scott-knott ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e discussao

Ocorreu uma queda no percentual de germinagdo
de alface inversamente proporcional a concentracdo de
Pb. O ajuste do modelo de regressdo ocorreu de forma
significativa apenas para a equagdo de primeira ordem
descrita pelo pardmetro linear (Tabela 1). Dessa forma,
o comportamento da equagdo foi linear (Figura 1)
corroborando os resultados do teste de F.

A permeabilidade a metais pesados em sementes
estd muitas vezes relacionada a estrutura do tegumento
da semente (WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998).
Dessa forma, a germinacdo da alface ¢ mais afetada em
concentragdes mais altas devido a protecdo promovida
pelo pericarpo e o tegumento da semente, restringindo a
entrada de Pb (em concentragdes mais baixas). Portanto,
com o aumento das concentracdes de Pb ocorre aumento
da entrada desse metal nas sementes afetando o embrido
e, consequentemente, diminuindo proporcionalmente o
percentual de germinacdo (Figura 1).

Tabela 1 —Resumo da analise de varidncia para as variaveis
estudadas durante a germinagdo e o crescimento inicial
de Lactuca sativa exposta a concentragdes crescentes de
Pb(NO,),

Germinagio (%)
=

50 ™~
40 | .

3 T T T T T T

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Pb (mM)
Figura 1 — Percentual de germinagdo de Lactuca sativa

submetidas a diferentes concentragdes de Pb(NO,),. § =
97,8196 - 10,2468"x , R*= 86,80.

Ocorreu uma redugdo significativa na massa seca
da raiz (Tabela 1), na massa fresca e comprimento da raiz
(Tabela 2) inversamente proporcional a concentragdo de
Pb (Figura 2 e 3).

A produgdo de plantulas anormais foi evidenciada
nas concentracdes acima de 1,0 mM, com reducdo
dréstica do sistema radicular (Figura 4). Essa redugdo
no crescimento radicular pode afetar o crescimento
de toda a plantula por restringir a absorcao de agua e
nutrientes. As restricdes no crescimento das plantulas,
estdo provavelmente relacionados aos efeitos fitotoxicos
do Pb que podem levar a inibicao da atividade enzimatica,
instabilidade de membranas com modifica¢des prejudiciais
na fisiologia das plantulas de alface (LAMHAMDI et al.,
2011). Além dos efeitos toxicos do Pb, elementos quimicos
em excesso podem promover reducdo no crescimento da
alface (ARAUJO et al., 2011).

O crescimento das plantulas ¢é geralmente
mais sensivel aos efeitos dos metais pesados do que a

Tabela 2 — Resumo da anélise de varidncia para as variaveis
estudadas durante o crescimento inicial de Lactuca sativa
exposta a concentragdes crescentes de Pb(NO,),

Quadrado médio

Quadrado médio

F.V. GL F.V. GL
GERY MSR? MFPY CR¥
Concentragao 4 1911,200* 1,464* Concentracao 4 132,389%* 670,285%*
Linear 1 6635,850* 5,409% Linear 1 500,585* 2193,708*
Quadratico 1 634,305 0,007 Quadratico 1 20,302* 415,208*
Residuo 15 343,466 0,296 Residuo 195 2,059 8,714
C.V. (%) 23,05 12,27 C.V. (%) 14,45 21,07

VGER = germinagio; YMSR = massa seca da raiz; * - significativo a 1%
de probabilidade de erro pelo teste F; ns = ndo significativo.

YMFP = massa fresca das plantulas; ¥CR = comprimento de raiz; * -
significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F.
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Figura 2 — Massa seca da raiz e massa fresca de plantulas
de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentragdes
de Pb(NO,),. Massa fresca § = 5,5559 - 0,8899x, R* =
0,9455. Massa seca da raiz § = 1,5324 - 0,2926%, R?
0,9234.
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Figura 3 — Comprimento de raiz de plantulas de Lactuca
sativa submetidas a diferentes concentragdes de Pb(NO,),.
¥=10,926 - 5,1613x + 0,6299x2, R* = 0,9731.
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germinacdo das sementes, embora possa haver excecdes
como, por exemplo, o cadmio, que em alguns casos inibe
tanto a geminacdo quanto o crescimento das plantulas (LI,
et al. 2005; KRANNER; COLVILLE, 2011). Assim, as
caracteristicas de germinagao e crescimento sao adequadas
para testes de fitotoxicidade do Pb utilizando a alface
como organismo teste, pois tanto a germinagdo quanto
o crescimento das plantulas foram reduzidos durante a
exposicao.

A presenca de Pb em solug@o durante o crescimento
inicial induziu modificagdes significativas na anatomia

l |

radicular da alface, havendo um aumento proporcional e
linear (Tabela 3) na espessura da exoderme e diminuicdo
da endoderme em func¢do do aumento da concentragdes de
Pb (Figura 5).

A exoderme e a endoderme atuam como
barreiras apoplasticas (CASTRO et al., 2009) limitando
parcialmente a absor¢cdo do Pb. Contudo, essa barreira
provavelmente ndo foi suficiente para restringir a absorgao
de Pb pelas raizes de alface, devido aos efeito fitotoxicos
observados. A restri¢cdo na translocagdo de agua e solutos
das raizes para a parte aérea das plantas esta relacionada
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Tabela 3 — Resumo da analise de varidncia para as variaveis anatdmicas estudadas durante o crescimento inicial de Lactuca

sativa exposta a concentragdes crescentes de Pb(NO,),

Quadrado médio

FV. GL EXOV END? DET? IC¥
Concentragdo 4 925,657* 51,448%* 221,078%* 0,623*
Linear 3464,575* 147,331* 827,299* 44271%*
Quadratico 1 223,402 44,792 0,676™ 0,015
Residuo 235 36,186 11,120 17,652 0,048
C.V. (%) 28,32 24,36 15,99 6,76

VEXO = exoderme; ?END = endoderme; ¥DET = didmetro dos elementos traqueais; IC = indice de Carlquist; *= significativo a 1% de probabilidade

de erro pelo teste F; ™= ndo significativo.

com o espessamento da endoderme (CASTRO et al.,
2009). Dessa forma, os efeitos fitotoxicos observados na
presenca de chumbo podem estar relacionados com uma
reducdo da endoderme (Figura 5) e maior fluxo de Pb para
a parte aérea das plantulas de alface.

O didmetro dos elementos traqueais do xilema
apresentou valores menores a medida que a concentragdo
de Pb aumentou (Figura 6), provocando a diminui¢do do
indice de vulnerabilidade de Carlquist (Figura 7).

De acordo com Castro et al. (2009) a diminuigado
desse indice possibilita uma melhora na condutividade
hidraulica reduzindo a vulnerabilidade do sistema vascular
a cavitagdo. Além disso, esse indice pode modificar em
funcdo da presenga de elementos toxicos como relatado
por Pereira ef al. (2011) em raizes de plantas de aguapé
cultivadas na presenca de arsénio. Outro fator relacionado
a esse indice, ¢ que este pode ser modificado em fungéo de
estresses ambientais e melhorar a condutividade hidraulica
das raizes (PEREIRA et al., 2008; SOUZA et al., 2009).
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Figura 5 — Espessura da exoderme e endoderme de
plantulas de Lactuca sativa submetidas a diferentes
concentragdes de Pb(NO,), - Exoderme § = 17,687 +
2,1144x, R* = 0,9282 Endoderme y = 14,43 - 0,44x, R?
=0,716.

16,0 4

1401 &
T
12,0 \

L]
10,0 - \

6,0

Diametro dos elementos traqueais (jum)

=]

==
a
[~}

2 N
U

fad

Ty
U

[~}

=
Ln
[=]
(=]

4

Iy
S

3
©

Pb (mM)

Figura 6 — Diametro dos elementos traqueais de plantulas
de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentragdes
de Pb(NO,), - y = 14,028 - 1,0447x, R* = 0,9358.
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Figura 7 — Indice de Carlquist de plantulas de Lactuca

sativa submetidas a diferentes concentragdes de Pb(NO,),.

9 =0,6782 - 0,053x, R2 = 0,8469.
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Ao que parece, o aumento das concentragdes fez com
que o sistema vascular apresentasse maior capacidade de
translocag¢do do Pb para a parte aérea em fungdo de um
maior fluxo no xilema, promovendo efeitos toxicos nas
plantulas de alface e restrigdes no crescimento.

A ocorréncia de anormalidades cromossomicas
apresentou um comportamento quadratico significativo
(Tabela 4) em que ha um aumento da frequéncia até
uma concentragdo proxima de 2,0 mM de Pb, sofrendo
um decréscimo a partir dessa concentragdo (Figura 8 e
Tabela 5 ).

Alteragdes estruturais nos cromossomos podem
ser induzidas por varios fatores como a quebra da
molécula de DNA, ¢ a inibi¢do da sua sintese (LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Anormalidades como
pontes e quebras cromossdmicas sao indicadoras de uma
acdo clastogénica (alteracdao estrutural cromossomica),
enquanto perdas cromossdmicas, adesdes (Stickiness) e c-
metafases resultam de efeitos aneugénicos (alteragdo no
conjunto cromossomico). Embora tenha sido detectada
alguma atividade clastogénica, pode-se considerar o efeito

Tabela 4 — Resumo da andlise de variancia para
anormalidades cromossdmicas de Lactuca sativa exposta
a concentragdes crescentes de Pb(NO,),

Quadrado médio

F.V. GL ACY
Concentracdo 4 14,938*
Linear 1 41,605*
Quadratico 1 17,202%*

Residuo 70 1,401

C.V (%) 15,83

VAC = anormalidades cromossomicas; * - significativo a 1% de
probabilidade de erro pelo teste F.

60,0 4 r 6,00
e indice mitético
500 1 o ©  Anormalidades - 5,00
= 400 T - 400 E
= 300+ . F300 =
2 200 - ~. T la2o00 %
100 - Yo+ 1,00
0,0 0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Pb (mM)

Figura 8 — Indice mitético e anormalidades cromossomicas
de Lactuca sativa submetidas a diferentes concentragdes
de Pb(NO,),. Indice mitdtico y = - 5,4302x + 48,078, R> =
0,9909. Anormalidades § = 2,8044 + 0,6751x - 0,2089x%2,
R?=0,9844.

do Pb sobre a alface como sendo predominantemente
aneugénico. Portanto, a produ¢do de plantulas anormais
observadas na presenca de Pb, apresentando deformagdes
no sistema radicular, pode ser relacionada a anormalidades
cromossomicas que levaram a problemas durante o
desenvolvimento desse 6rgdo no vegetal.

Observou-se um decréscimo do indice mitdtico
com efeito linear (Tabela 6) significativo, inversamente
proporcionalaconcentracdodePb (Figura8),demonstrando
que o aumento da concentracdo do metal implica na
inibicdo da divisdo celular da regido meristematica das
raizes de alface.

O indice mitotico do meristema apical radicular
estd estreitamente relacionando com o crescimento de
raizes (ADAM; EI-ASHRY, 2010), uma vez que essa
zona meristematica ¢ a responsavel pela produgdo
de novas células. Andrade et al. (2010) avaliaram a
citogenotoxicidade de residuos soélidos gerados pela
industria produtora de aluminio sobre alface e observaram

Tabela 5 — Frequéncia relativa (%) de anormalidades cromossdmicas observadas em raizes de alface submetidas a cinco
diferentes concentragdes de solugdo contaminada com Pb(NO,), (mM)

Frequéncia relativa de anormalidades cromossdmicas (%)

[Pb] (mM)
MICY cM? PONTE” CP¥ STICK®
Controle 22,33 16,44 9,97 22,53 28,73
0,5 mM 23,76 20,32 8,19 19,54 28,19
1,0 mM 05,90 51,17 2,90 21,23 18,79
2,0 mM 17,49 36,56 3,45 27,37 15,13
5,0 mM 37,22 47,78 0,00 11,67 03,33

YMIC = Micronucleo; ?CM = C-metafase; YPONTE = Ponte cromossomica; ¥CP = Cromossomo perdido; ¥STICK = Cromossomo pegajoso

(Stickiness).
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Tabela 6 — Resumo da analise de variancia para o indice
mitdtico de Lactuca sativa exposta a concentragdes
crescentes de Pb(NO,),

Quadrado médio

F.V. GL MY
Concentracdo 4 3526,376*
Linear 1 13976,711*
Quadratico 1 20,566
Residuo 145 18,882
C.V (%) 11,19

VIM = indice mitotico, *=significativo a 1% de probabilidade de erro
pelo teste F, ™ = ndo significativo.

reducdo tanto no indice mitético quanto na frequéncia de
anormalidades cromossomicas. Hoshina e Marin-morales
(2009) afirmam que, modificagdes no indice mitdtico sdo
bons indicadores de polui¢do ambiental, especialmente na
avaliacdo de substincias com potencial citotéxico como
o Pb.

Observou-se neste estudo que uma parte da inibigdo
do crescimento radicular na presenga de Pb nas plantulas
de alface, advém da restri¢cdo dessas divisdes celulares.

Conclusoes

A presenga de Pb altera os padrdes de divisdo celular
induzindo a ocorréncia de anormalidades cromossdmicas
em meristemas apicais de raizes de alface;

Os efeitos fitotoxicos do Pb sdo mais evidentes
tanto no crescimento inicial da raiz como na germinagao,
ocorrendo diminui¢do do crescimento radicular promovida,
em parte, pela reducdo nas divisdes celulares da zona
meristematica;

A solugdo contaminada com chumbo, nas condi¢oes
deste experimento, promove modificagdes anatomicas
radiculares em plantulas de alface;

A sensibilidade da alface ao Pb possui relagdo com
a restricdo de crescimento do sistema radicular ¢ com a
manutencdo da transloca¢do do Pb para a parte aérea da
planta.
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