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RESUMO

ARAUIJO, Talita Oliveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2012.
Efeitos do ferro em Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel
(Poaceae). Orientadora: Luzimar Campos da Silva. Coorientadores: Aristéa Alves
Azevedo e Kacilda Naomi Kuki.

Na localidade de Ubu, litoral do Espirito Santo, a restinga vem sendo impactada pela
presenca de uma usina de pelotizacao de ferro que prepara o minério para exportagao.
Uma consideravel quantidade de minério de ferro em p6 e outros dejetos se depositam
em corpos d’agua utilizados nas unidades de pelotizacio. E comum encontrar espécies
vegetais, dentre elas as gramineas Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen ¢ Paspalum
urvillei Steudel se desenvolvendo nesta situag¢do. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos causados pelo ferro em duas espécies de gramineas, caracterizando
possiveis alteragdes anatdmicas e respostas fisiologicas. Mudas de S. parviflora e P.
urvillei foram cultivadas em solug@o nutritiva de Hoagland, a meia forga i6nica em pH
5,0, com constante aeragdo. As plantas foram submetidas, gradativamente, as diferentes
concentragoes de F e na solucdo nutritiva, na forma Fe-EDTA (0,009; 1; 2; 4 ¢ 7 mM).
Ap0s a aclimatagdo, as plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 17 dias para
as andlises do acimulo de ferro, da composi¢do mineral e das varidveis anatomicas e por
20 dias para as andlises dos parametros fisioldgicos. Foram realizadas avaliacdes de
crescimento, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, permeabilidade de membrana,
quantificacdo de pigmentos, caracterizacdo morfologica, caracterizagdo anatomica (em
microscopia de luz, histoquimica para ferro e analise micromorfométrica), quantificacdo
de ferro e outros nutrientes no material vegetal e nas solugdes nutritivas. Foram ainda
calculados o fator de translocagcdo (FT) e fator de bioconcentracdo (FBC). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey, a
5%. O maior teor de Fe presente na placa foi encontrado na concentragdo 7 mM de Fe-
EDTA para ambas as espécies. A concentragao dos nutrientes Fe, Mn, Zn, P, K, Ca ¢
Mg na placa de ferro diferiram em relacdo aos tratamentos. As espécies acumularam
mais ferro na raiz do que na parte aérea. As espécies apresentaram comportamento
semelhante em relagdo as doses de ferro nas raizes, porém na parte aérea, P. urvillei

acumulou mais ferro na concentragio 7 mM de Fe-EDTA do que S. parviflora. O
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excesso de ferro alterou significativamente o teor de Fe, Cu, K e Mg nas raizes e Fe, Mn,
Zn, N, P, K, Ca e Mg na parte aérea. Entre os pardmetros de crescimento avaliados, o
peso da matéria seca da parte aérea e da raiz, o nimero de folhas e o volume das raizes
apresentaram aumento significativo em relagdo ao excesso de ferro. Os sintomas visuais
nas folhas apareceram de forma mais discreta em S. parviflora em relagao aos
observados em P. urvillei. Nas raizes das espécies foram observados, com o aumento da
concentragdo de ferro, coloracdo amarelada das raizes e aspecto mucilaginoso. P.
urvillei e S. parviflora apresentaram alteragdes anatomicas semelhantes. Foram
visualizadas, nas folhas, alteragdes no formato das células da epiderme, do mesofilo e da
bainha do feixe vascular, retragao do protoplasto e alteragdes no formato das células do
metaxilema. Nas raizes, foi observado retracdo do protoplasto, formagdo de tecido de
cicatrizacdo e colapso das células do cortex, alteracdo no formato das células da
endoderme, do protoxilema, do metaxilema, do floema e colapso das células do cilindro
vascular. Em relagdo a histoquimica para o ferro, com 48h de exposi¢ao ao reagente, as
folhas de S. parviflora exibiram rea¢do mais forte (alta intensidade de coloragdo azul) do
que as folhas de P. urvillei. Foi observada redugao significativa entre os tratamentos de
Fe-EDTA nos valores de epiderme da face abaxial e da bainha do feixe vascular nas
duas espécies estudadas. Houve aumento significativo no teor de clorofila a e
carotendides nas concentragdes intermedidrias de ferro nas espécies estudadas. P.
urvillei apresentou menores valores de A, Fy, F,/F, ¢ maior extravasamento de
eletrolitos na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA em comparag@o com S. parviflora. Além
disso, S. parviflora apresentou maior eficiéncia na dissipagdo energética do tipo nio-
fotoquimica (NPQ). Conclui-se que S. parviflora e P. urvillei sdo espécies indicadas
para utilizagdo em 4reas impactadas pelo excesso de ferro como fitoextratoras. P.
urvillei acumulou mais ferro na parte aérea mostrando danos visuais ¢ anatomicos mais
intensos em relagdo a S. parviflora. Porém, analisando os danos fisioldgicos, S.
parviflora mostrou-se ser mais sensivel do que P. urvillei quando submetidas ao estresse

causado pelo excesso de ferro.



ABSTRACT

ARAUIJO, Talita Oliveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2012.
Effects of iron in Setaria parviflora (Poir.) Kerguelen and Paspalum urvillei
Steudel (Poaceae). Adviser: Luzimar Campos da Silva. Co-Advisers: Aristéa Alves
Azevedo and Kacilda Naomi Kuki.

In Ubu, coast of Espirito Santo, the restinga have been impacted by the presence of an
iron pellet factory that prepares the ore for exporting. Considerable amount of iron ore
powder and other wastes are deposited in water bodies used in pelletizing plants. It is
common to find plant species, among them the grasses Setaria parviflora (Poir.)
Kerguelen and Paspalum urvillei Steudel developing in this situation. This study aimed
to evaluate the effects caused by iron in two grass species, characterizing possible
anatomical changes and physiological responses. Seedlings of S. parviflora and P.
urvillei were grown in Hoagland nutrient solution, at half ionic strength and 5.0 pH, with
aeration constant. The plants were treated gradually with different concentrations of Fe®™
in the nutrient solution, in the form Fe-EDTA (0.009, 1, 2, 4 and 7 mM). After
acclimatization, the plants remained exposed to treatments for 17 days for the analysis of
iron accumulation, mineral composition and anatomical variables, and 20 days for
analysis of physiological parameters. We evaluated growth, gas exchange, chlorophyll
fluorescence, membrane permeability, pigments quantification, morphological,
anatomical characterization (light microscopy, histochemical for iron and
micromorphometric analysis), iron quantification and other nutrients in plant material
and the nutrient solution. We also calculated the translocation factor (TF) and
bioconcentration factor (BCF). The data were submitted to ANOVA and the means were
compared by Tukey test at 5%. The greatest amount of Fe present on the board was
found in concentration 7 mM Fe-EDTA concentration for both species. The
concentration of nutrients Fe, Mn, Zn, P, K, Ca and Mg in the iron plate differs in regard
to the treatment. The species accumulated more iron in roots than in shoots. The species
showed similar behavior related to iron levels in the roots, but in the shoot, P. urvillei
accumulated more iron in the 7 mM Fe-EDTA concentration than S. parviflora. Iron
excess has significantly changed the content of Fe, Cu, K and Mg in the roots and Fe,

Mn, Zn, N, P, K, Ca and Mg in the shoot. Among the growth parameters, the dry weight



of shoot and root, leaves number and root volume increased significantly related to iron
excess. Visual symptoms in the leaves appeared more discretely in S. parviflora than
those observed in P. urvillei. In roots of these species it was observed, with increasing
iron concentration, yellowish appearance of roots and mucilage. P. urvillei and S.
parviflora had similar anatomical abnormalities. On the leaves, it was visualized
changes in cell shape of epidermis, mesophyll and vascular bundle sheath, protoplast
shrinkage and changes in cell shape of metaxylem. In roots, it was observed protoplast
shrinkage, scar tissue formation and cortical cells collapse, changes in the cell shape of
endoderm, protoxylem, metaxylem, phloem, and collapse of vascular cylinder cells. In
relation to histochemical for iron, after 48 hours of exposure to the reactant, the leaves of
S. parviflora exhibited stronger reaction (high blue staining intensity) than the leaves of
P. urvillei. Significant reduction was observed among the Fe-EDTA treatments in the
values of the abaxial epidermis and vascular bundle sheath on both species. There was a
significant increase in the concentration of chlorophyll a and carotenoids in iron
concentrations on the intermediate species. P. urvillei showed lower values for A, F,,
F,/Fmm and increased electrolyte leakage at 7 mM Fe-EDTA concentration compared to S.
parviflora. Furthermore, S. parviflora was more efficient in energy dissipation of the
non-photochemical quenching (NPQ). We conclude that S. parviflora and P. urvillei
species are indicated for use in areas affected by iron excess as phytoextractors. P.
urvillei accumulated more iron in the shoot showing more intense visual and anatomic
damage when compared to S. parviflora. However, analyzing the physiological damage,
S. parviflora proved to be more sensitive than P. urvillei when subjected to stress caused

by iron excess.
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1. INTRODUCAO GERAL

O ferro, elemento essencial aos vegetais, participa de diversas fungdes importantes
do seu metabolismo (Jeong e Guerinot, 2009; Hinsch e Mendel, 2009). Apesar de
abundante na crosta terrestre, o ferro apreenta-se pouco soltivel em condi¢des aerobicas,
sendo, principalmente, encontrado como oxidratos, resultando em baixa disponibilidade
para as plantas. Os vegetais apresentam estratégias que permitem a absor¢cdo desse
elemento. A estratégia utilizada por gramineas inclui a sintese e liberagao na rizosfera de
quelantes fortes chamados fitossideréforos (PS) que se ligam ao Fe’*. Transportadores
especificos presentes nas células radiculares sdo responsaveis pela absor¢ao do
complexo Fe**-PS (Schmidt, 1999; Hell e Stephan, 2003; Kim e Guerinot, 2007,
Morrissey e Guerinot, 2009; Conte e Walker, 2011; Nozoye et al., 2011).

Por se tratar de elemento com elevada densidade (7,8 gcm'3 ), o ferro ¢ considerado
um metal pesado. Como tal, quando encontrado em grandes quantidades no meio
ambiente pode causar toxicidade as plantas (Williams et al., 2000; Ducic e Polle, 2005).
Devido a grande demanda de produtos fabricados com esse metal, as industrias de
minério expandem suas atividades, podendo ocasionar desequilibrio ecologico e riscos a
saude humana (Istratov et al., 2000; Kuki et al., 2008a).

No Brasil, ocorrem problemas relativos a contaminacdo ambiental envolvendo a
exploragdo de ferro. Esse pais estd em quinto lugar entre os paises possuidores das
maiores quantidades de minério de ferro, apresentando 7,1% das reservas mundiais
(Araujo et al., 2008). Na regido Sudeste, frequentemente, ocorre contaminag¢do da dgua
pelo ferro (Cordeiro, 2002) e diversos ecossistemas ficam expostos a elevadas
concentragdes de ferro. Dentre eles, a restinga, que apresenta vegetagdo com diversidade
estrutural acentuada (Freire, 1990; Rocha et al., 2003). No Espirito Santo, esse
ecossistema vem sendo impactado pela emissdo de ferro particulado, dentre outros
poluentes, devido a presenga de usinas mineradoras que representam risco a vegetagao
(Silva et al., 2006; Silva e Azevedo, 2007; Oliveira et al., 2007; Kuki et al., 2009). Em
Ubu (ES), estd em funcionamento uma usina de pelotizacdo de ferro que prepara o
minério para exportagdo. Faz parte do complexo industrial uma lagoa de decantacao,
onde ¢ despejada a maior parte da dgua utilizada nas unidades de pelotizagdo. Uma

consideravel quantidade de residuos contendo minério de ferro em po6 e outros dejetos



sdo depositados neste corpo d’agua. E comum encontrar, nesses ambientes, uma
variedade de espécies vegetais, dentre elas as gramineas Setaria parviflora
(Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel, se desenvolvendo nesta situagao.

As plantas que se desenvolvem em ambientes contaminados por metais podem
desenvolver diferentes tipos de estratégias que permitem sua sobrevivéncia: Evitar a
absorcdo do metal toxico; evitar a translocagdo dele para a parte aérea; acumular o metal
em seus tecidos aéreos ou acumular na parte aérea concentragdes de metais maiores do
que os presentes no solo, sendo, assim, denominadas hiperacumuladoras (Memon et al.,
2001; Rascio e Navari-Izzo, 2011). Plantas hiperacumuladoras podem ser utilizadas na
fitorremediacdo de ambientes impactados por poluentes, sendo uma técnica eficiente e
de baixo custo (Borges e Barroso et al 1997; Pires et al., 2003; Sgherri et al., 2003;
Pilon-Smits, 2005; Coutinho e Barbosa, 2007; Carneiro e Gariglio, 2010). A fitoextracao
tem sido aplicada com eficiéncia em diversas partes do mundo (Greger et al., 2003;
Jadia e Fulekar, 2008). Essa técnica consiste no uso de plantas hiperacumuladoras, em
que, posteriormente, a biomassa aérea ¢ retirada e uma fracdo da concentragdo do metal
¢ removida do solo (Lasat, 2002).

Segundo Rascio e Navari-Izzo (2011), dentre as angiopermas, menos de 0,2% das
espécies sdo conhecidas por apresentarem capacidade de tolerar elevados niveis de
metais pesados e acumuld-los em altas concentragdes nos tecidos. O potencial para a
fitoextracdo depende da interacdo entre o solo, o metal e a planta (Lasat, 2002) e, no
Brasil, as pesquisas nessa area ainda sdo escassas (Pereira, 2005).

Nos vegetais, o nivel critico de toxicidade de ferro ¢ aproximadamente 500 mg
Fe/Kg de matéria seca (Marschner, 1995). Varios trabalhos tém sido realizados a fim de
identificar os sintomas de toxidez por ferro em diferentes espécies vegetais (Sahrawat,
2000; Audebert e Sahrawat, 2000; Olaleye et al., 2001; Silva et al., 2006; Oliveira et al.,
2007; Kuki et al., 2008 a-b, 2009; Ravet et al., 2009, Siqueira-Silva et al, 2011). Esses
sintomas de toxidez podem ser de dois tipos: a toxidez direta causada pelo acimulo de
elevados niveis de ferro nos tecidos vegetais (Olaleye et al., 2001; Silveira et al., 2007);
e a toxidez indireta causada pela desordem nutricional multipla , resultante da deposi¢ao

do ferro em forma de placa nas raizes (Otton et al., 1982; Yamauchi, 1989).



Na célula, o Fe*" livre ¢ toxico devido a sua capacidade de catalizar a decomposicéo
de H,0, ao radical hidroxila (*OH), que ¢ extremamente reativo e pode causar danos ao
DNA, oxidar lipidios e proteinas. A toxidez direta gera aumento na producao de espécies
reativas de oxigénio (EROS) que causam estresse oxidativo a célula, o que resulta em
danos aos tecidos das plantas (Becana et al., 1998; Tsai e Huang, 2006). As EROS estao
associadas a varios distirbios fisiolégicos nas plantas, as quais possuem mecanismos
que minimizam esses efeitos toxicos, pela agdo de moléculas e enzimas antioxidativas
(Meharg, 1994; Schiitzendiibel e Polle, 2002). Metabolicos secundarios produzidos pelas
plantas podem atuar como moléculas antioxidantes que tendem a quelar metais pesados.
Dentre estes metabolitos, destacam-se os compostos fendlicos cujo acumulo nos tecidos
estad relacionado as altas concentracdes de metais e da producdo de EROS (Winkel-
Shirley, 2002; Jung et al., 2003; Michalak, 2006).

A toxidez indireta é causada pela formacdo da placa de ferro, em que ocorre a
precipitacdo do ferro sobre a superficie de raizes de algumas espécies vegetais expostas
a altas concentragdes deste metal (Liu et al., 2007, 2008). A composi¢cdo da placa de
ferro ¢ similar aos 6xidos de ferro presentes no solo e ¢ capaz de adsorver nutrientes.
Portanto, essa placa altera a absor¢do de elementos essenciais, causando disturbios
nutricionais (Howeler, 1973; Zhang et al., 1999), e a absor¢do de outros metais pesados
(Deng et al., 2010). Siqueira-Silva et al. (2011) estudaram o efeito da placa de ferro no
teor de nutrientes em duas espécies da restinga. Esses autores observaram elevagdo na
concentrag@o de zinco nas raizes de Canavalia rosea DC. e diminuig@o de nitrogénio nas
folhas de Ipomea pes-caprae L na presenca da placa de ferro.

A toxidez severa do ferro pode causar danos aos complexos fotossintéticos
reduzindo a eficiéncia quantica do PSII e a taxa de transporte de elétrons, aumentando a
dissipacdo ndo fotoquimica do excesso de energia (Suh et al., 2002; Pereira, 2009;
Castro, 2010). Essas respostas, somadas a degradagao dos pigmentos fotossintéticos,
ocasionam reducdo na taxa de assimilacdo liquida de CO, e, consequentemente, perda da
capacidade de fixacdo de CO; nos cloroplastos (Terry, 1980; Mishra e Dubey, 2005).

Nas folhas, o brozeamento foliar ¢ o sintoma visual tipico associado ao dano

induzido pelo excesso de ferro aos componentes celulares e aos processos fisiologicos.



Nas raizes, observa-se diminui¢ao no crescimento, flacidez, auséncia de ramificagao,
aspecto mucilaginoso e mudanca na coloragdo (Becker e Asch, 2005; Castro, 2010).

Algumas espécies sdo capazes de acumular grandes quantidades de poluentes sem
apresentar injurias visuais (Arndt et al. 1995). Por isso, as analises microscopicas sao
importantes, pois podem auxiliar no diagndstico precoce da injiria antes do surgimento
de sintomas visiveis, além de auxiliar no esclarecimento dos mecanismos de
fitotoxicidade (Silva et al., 2000; Sant’ Anna-Santos et al., 2006, Sant’ Anna-Santos et al.,
2007; Sant’ Anna-Santos ¢ Azevedo, 2007).

Dependendo da concentragdo do ferro e da sensibilidade da espécie, algumas
alteragdes anatomicas podem ser observadas, entre elas mudangas na divisdo das células
do meristema apical radicular, alteracdes nas células do cortex, retracdo do protoplasto,
formagdo de tecido de cicatrizagdo e alteracdo no tamanho das células. No cilindro
vascular, podem ocorrer mudancgas na divisao ¢ no padrao de diferenciacdo das células
do periciclo e incompleta diferenciacdo do metaxilema (Siqueira-Silva et al., 2011).

A histolocalizacdo do ferro, constitui uma ferramenta importante em trabalhos
anatomicos, visto que evidencia os principais sitios de acimulo deste elemento nos
tecidos e a partir dos resultados obtidos é possivel inferir sobre danos secundarios. Por
1sso, essa técnica tem sido utilizada por varios autores (Silva et al., 2006; Silva e
Azevedo, 2007; Carli, 2008; Mendes, 2008; Siqueira-Silva et al., 2011).

As espécies Setaria parviflora e Paspalum urvillei encontradas na lagoa de
decantacdo da usina de pelotiza¢do de ferro em Ubu (ES) se desenvolvem em ambiente
com excesso de ferro e podem apresentar tolerancia a esse metal. Essas espécies
possuem ampla distribui¢do geografica e, portanto, estdo adaptadas a diferentes
ambientes. Estas caracteristicas sdo favordveis iniciais na escolha de espécies a serem
utilizadas em projetos de recuperagdo de areas impactadas por usinas de minério de
ferro. Nesse trabalho, a hipotese estudada foi que essas espécies podem tolerar altas
concentragdes de ferro, ajustando suas caracteristicas morfolégicas, anatomicas e
fotossintéticas, podendo hiperacumular ferro em suas partes aéreas e atuar como

fitoextratoras de ferro em ambientes contaminados por esse metal.



2. OBJETIVO GERAL

Verificar as respostas morfofisiologicas de duas espécies de gramineas a diferentes

concentragoes de ferro.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de ferro sobre o crescimento, a
composi¢ao mineral e o acimulo de ferro em duas espécies de gramineas.
e (aracterizar morfologicamente e anatomicamente plantas desenvolvidas em
niveis toxicos de ferro.
e Analisar o comportamento das variaveis fisiologicas em resposta ao ferro nas
espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel

(Poaceae).
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CAPITULO 1

Efeitos do acimulo de ferro na composi¢do mineral e no crescimento de duas

espécies de gramineas

RESUMO - A utilizagdo de espécies vegetais na recuperagdo de areas contaminadas
por ferro exige conhecimento prévio sobre o comportamento dessas espécies em
respostas a niveis elevados desse elemento. Assim, os objetivos desse estudo foram
avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de ferro sobre a capacidade de acimulo
desse metal pesado, a composi¢do mineral ¢ o crescimento de Setaria parviflora
(Poir.) Kerguélen ¢ Paspalum urvillei Steudel. Mudas dessas espécies foram cultivadas
em solucdo nutritiva de Hoagland a meia forca i6nica e submetidas, gradativamente, as
diferentes concentra¢des de Fe’*, na forma Fe-EDTA (0,009;1; 2; 4 ¢ 7 mM). As plantas
permaneceram expostas ao tratamento por 17 dias. Foram determinados: os macro e
micronutrientes presentes na solucao recém-preparada e apos 17 dias de exposicao ao
tratamento; a composicdo quimica da placa de ferro presente na superficie radicular; o
peso seco da parte aérea e radicular e os nutrientes na matéria seca. Além disso, foram
calculados o fator de translocacdo (FT) e fator de bioconcentracdo (FBC) do ferro e
analisadas as seguintes varidveis de crescimento: diametro da touceira, nimero de
colmos vivos, nimero de folhas, comprimento da maior raiz e volume radicular. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de
Tukey, a 5%. O maior valor de Fe presente na placa foi encontrado na concentragdo 7
mM de Fe-EDTA para ambas as espécies. A concentragdo dos nutrientes Fe, Mn, Zn, P,
K, Ca e Mg na placa de ferro diferiram em relagdo aos tratamentos. S. parviflora
acumulou nas raizes 266,25 mg/Kg de Fe-EDTA a mais do que P. urvillei. Na parte
aérea, S. parviflora apresentou maiores teores de ferro em quase todos os tratamentos,
exceto em 7 mM de Fe-EDTA. O excesso de ferro alterou significativamente o teor de
Fe, Cu, K e Mg nas raizes e Fe, Mn, Zn, N, P, K, Ca e Mg na parte aérea. Entre os
parametros de crescimento avaliados, o peso da matéria seca da parte aérea e da raiz, o
numero de folhas e o volume das raizes apresentaram diferenga significativa em relacao
as doses de Fe-EDTA. Além de toleram altas concentracdes de ferro no substrato, S.
parviflora e P. urvillei acumularam elevados teores desse elemento na parte aérea e,
principalmente, nas raizes. Apesar disso e da desordem nutricional de alguns nutrientes,
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o excesso de ferro ndo reduziu o crescimento das espécies estudadas. P. urvillei e S.
parviflora sdo, portanto, espécies indicadas para utilizagdo em areas impactadas pelo
excesso de ferro como fitoextratoras, principalmente P. urvillei que acumulou mais ferro

na parte aérea do que S. parviflora.

Palavras-chave: Setaria parviflora, Paspalum urvillei, polui¢do, nutricdo mineral,

espécie acumuladora.
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1. Introducéo

O ferro ¢ um elemento abundante na crosta terrestre € um micronutriente essencial as
plantas. No solo, ele é encontrado principalmente como constituinte de oxi-hidréxido,
produzidos pelo intemperismo de rochas, que sdo instaveis e pouco soluveis (Guerinot e
Yi, 1994). As plantas absorvem o ferro na forma de ions ferroso (F ¢’ e férrico (Fe’™).
O Fe*" ¢ relativamente soluvel, porém, facilmente oxidado pelo oxigénio da atmosfera.
A solubilidade do Fe’*, entretanto, diminui drasticamente com o aumento do pH (Hell e
Stephan, 2003).

As plantas apresentam estratégias que as fazem superar a baixa disponibilidade do
ferro, aumentando sua taxa de absorcdo. A estratégia utilizada pelas gramineas ¢ descrita
como estratégia de “quelagdo”, onde os fitosiderdforos, sintetizados pelas plantas, sdao
secretados na rizosfera onde se ligam ao Fe’* (Conte e Walker, 2011). Fitossider6foros
sdo aminoacidos ndo protéicos que pertencem a classe de compostos chamados 4cidos
mugénicos, que possuem alta afinidade com o ferro (Schmidt, 1999; Conte e Walker,
2011). O influxo do complexo Fe’*-fitossideréforo é realizado por um transportador
especifico, chamado Yellow Stripel (YS1) (Hell e Stephan, 2003).

O excesso de ferro no solo pode contribuir para a formagdo da placa de ferro, que ¢
consequéncia da oxidagio do Fe*" a Fe’*, seguida da precipitagdo de 6xido ou hidroxido
de ferro na superficie radicular (Chen et al., 2006). A presenca dessa placa na superficie
radicular pode limitar a absor¢cdo do ferro (Liu et al.,, 2004) e de outros nutrientes
(Siqueira-Silva et al., 2012). Oxidos de ferro presentes no solo possuem o grupo
funcional OH que ¢ capaz de reagir com metais, outros cation e anions (Kuo, 1986). O
hidroxido de ferro presente na placa radicular tem propriedade semelhante aos 6xidos de
ferro do solo, podendo, também, reagir imobilizando e impedindo a absor¢do de metais
(Batty et al., 2000).

Apoés a absorcdo do ferro no simplasto de células radiculares, esse elemento ¢
quelado novamente, o que evita sua precipitacdo ¢ a formagdo de radicais livres de
oxigénio. Quando o ferro ndo esta ligado a estruturas alvo, como grupos heme ou
armazenado como ferritina, a nicotianamina (NA) desempenha papel essencial como
principal quelante do ferro livre na célula. O transporte radial das células radiculares

. y . , . , . . ~ +
para os vasos xilematicos ¢ realizado através de gradiente de difusdo pelo Fe*' - NA.
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Quando liberado nos vasos do xilema, o ferro ¢ oxidado a Fe’" devido a mudanca do pH
e o seu complexo muda de NA para citrato, sendo transportado na forma de Fe’* -
Citrato. Nas células adjacentes ao xilema, na lamina foliar, o ferro novamente ¢ mediado
pelo complexo Fe" - NA. A absorgio do ferro por células mesofilicas depende da sua
oxidagdo obrigatéria a Fe’", similar a situagio encontrada nas raizes (Hell e Stephan,
2003; Schmidt, 2003; Becker e Asch, 2005; Conte ¢ Walker, 2011).

Devido ao potencial de toxicidade associada ao alto teor de ferro livre nas células, o
ferro ¢ armazenado em ferritinas, pois, desse modo, ele ndo pode reagir com o oxigénio,
evitando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Connolly e Guerinot,
2002; Ravet et al., 2009). Ferritina sdao proteinas capazes de armazenar até 4.000 atomos
de ferro, e sua quantidade ¢ controlada por mecanismos de regulacdo que refletem a
necessidade de homeostase celular do ferro. Mais de 90% dessa proteina esta localizada
nos cloroplastos, com 75% a 80% presente no estroma do cloroplasto, ¢ o restante
associada as membranas dos tilacoides. Além de ser armazenado em ferritinas, o ferro
também pode ser estocado no sistema-ferro enxofre e no grupamento heme e ser
precipitado nos vactiolos, mitocondrias e apoplasto (Hell e Stephan, 2003).

O teor elevado de ferro no substrato pode afetar a homeostase celular e causar efeitos
toxicos a planta (Williams et al., 2000; Ducic e Polle, 2005). Particulas de ferro
derivadas da britagem e beneficiamento do minério de ferro sdo insoluveis na solu¢ao do
solo, estando indisponivel as plantas. Porém, o actimulo dessas particulas em
combinagdo com baixo pH pode aumentar a disponibilidade desse elemento para a
vegetacao (Kuki et al., 2008). Proxima a restinga no Espirito Santo, em Ubu, esta em
funcionamento uma usina de pelotizagdo de ferro que prepara o minério para exportacao.
A alta concentracdo de minério de ferro em pd e outros dejetos, oriundos das unidades
de pelotizagdo, se depositam em uma lagoa de decantagdo. Nesse corpo d’agua ¢ comum
encontrar espécies vegetais se desenvolvendo, dentre elas as gramineas Setaria
parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel.

Dependendo das respostas das plantas expostas a poluentes, estas podem ser
classificadas como Dbioindicadoras, biosensoras, bioacumuladoras e indicadores
ecologicos. Bioindicadoras sdo individuos considerados monitores sensiveis que

mostram sintomas visiveis como necroses, cloroses e disturbios fisioldgicos.
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Biosensoras ou biomarcadoras sao plantas classificadas entre as sensiveis e as
acumuladoras, que mostram respostas “invisiveis” como mudangas celulares,
moleculares, bioquimicas e fisioldgicas. Bioacumuladoras sdo individuos tolerantes que
acumulam o poluente em seus tecidos. Indicadores ecologicos sdo populagdes ou
comunidades de plantas que apresentam mudangas na composicao de espécies alterando
as relacdes fitossocioldgicas, como o aparecimento e o desaparecimento de espécies,
alteracdes na densidade e na competi¢do entre espécies (De Temmerman et al., 2004).

Acredita-se que as espécies S. parviflora e P. urvillei tolerem altas concentra¢des de
ferro por se desenvolverem em ambiente rico desse elemento. S3o escassos os trabalhos
que relacionam o comportamento dessas espécies frente ao excesso do ferro, sendo
importantes as informacgdes preliminares para futuros estudos que visem a utilizacdao
dessas espécies na recuperagao de areas contaminadas.

Os objetivos desse estudo foram avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de
ferro sobre a capacidade de acimulo desse metal pesado na composi¢do mineral e no

crescimento de Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel.

2. Material e Métodos

2.1. Condicdes de cultivo e aplicagao dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal de
Vicosa, MG, Brasil (649 m altura, 20°45°20” S e 42°52°40” N). Individuos das espécies
Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel (Poaceae) foram
coletados na margem da lagoa de decantacdo de uma usina de pelotizagdo de minério de
ferro localizado em Ubu (ES) (20° 46°21, 0°° S e 40° 34’52, 3> W). A identidade das
espécies foi confirmada pela especialista Hilda Maria Longhi Wagner (Universidade
Federal do Rio Grande do Sul).

As mudas foram cultivadas em vasos plasticos de oito litros contendo terra como
substrato por aproximadamente 90 dias. Posteriormente, touceiras de cada espécie foram
padronizadas visualmente e transferidas para caixas de isopor de 5 litros, separando-se
uma touceira por caixa. As touceiras foram mantidas em solugdo nutritiva de Hoagland
(Hoagland e Arnon, 1950), a meia forca i6nica em pH 5.0, com constante aeragdo. A

solugdo hidroponica era constituida de 0,5mM NH4H,PO4, 3mM KNO;, 2mM
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Ca(NOs3),.4H,0, ImM MgS04.7H,0, 23,13uM H3BOs3, 4,57uM MnCl,.4H,0, 0,382uM
ZnS04.7H,0, 0,16uM CuSO4.5H,0, 0,0695uM MoO; e 9uM Fe-EDTA. Essa solucdo
foi renovada semanalmente, sendo seu volume completado com 4gua deionizada sempre
que necessario. O pH da solugdo foi ajustado para 5.0 a cada 2 dias usando NaOH ou
HCI. Nesse periodo de aclimatacdo, as plantas foram cortadas na altura do colmo duas
vezes para homogeneizacao das plantas, antes da aplicacdo dos tratamentos.

As plantas foram submetidas, gradativamente, as diferentes concentracdes de Fe*™ na
solucao nutritiva, na forma Fe-EDTA (0,009; 1; 2; 4 ¢ 7 mM). A solugao foi trocada a
cada 12 horas, com o incremento de 0,25mM de Fe-EDTA até chegar em 1 mM de Fe-
EDTA. Apos isso, o incremento foi de 2, 4 e 7 mM de Fe-EDTA até¢ obtencao das
concentracoes finais de ferro.

Apobs o estabelecimento das concentragdes finais, a solu¢do nutritiva era trocada a
cada 3 dias, e o pH, ajustado diariamente para 5.0 usando NaOH ou HCI. Apoés a

aclimatagdo, as plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 17 dias.

2.2. Concentragéo de nutrientes na solugéo nutritiva

Foram determinados os macro e micronutrientes presentes na solu¢do de Hoagland
recém preparada e apos 17 dias que as plantas foram expostas ao tratamento. Os
nutrientes Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, K foram determinados por absor¢do atomica
(modelo Spectra 220 FS, Varian, Australia). O P foi determinado por colorimétria
utilizando método da vitamina C (modificado por Braga e Defelipo, 1974) e o N foi

determinado pelo método Kjeldahl descrito por Bataglia et al. (1983).

2.3. Extracao e composic¢ao quimica da placa de ferro da superficie radicular

A temperatura ambiente, 7 g de raiz de cada repeti¢io foram colocadas em uma
solucao de 40 mL de 0,3 M de citrato de sodio (Na;CsHs07.2H,0) e 5 mL de 1 M de
bicarbonato de s6dio (NaHCOs). Trés gramas de ditionito de sédio (Na,S,04) foram
adicionados e¢ a mistura foi agitada continuamente por 3 horas em agitador orbital
(modelo MA 140, Marconi, Piracicaba, SP) (Taylor e Crowder, 1983). Apods esse
periodo, a solucdo de lavagem foi coletada, e as raizes foram lavadas trés vezes com 15
mL de 4gua deionizada. O volume da solugdo resultante foi ajustada para 100 mL com

agua deionizada e submetida a quantificacdo, segundo metodologia descrita no item 2.2.
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2.4. Quantificacao de nutrientes na matéria seca

As plantas foram separadas em parte aérea e radicular, sendo as raizes lavadas com
DCB como descrito no item 2.3. Esse material foi colocado em estufa para secagem a
75°C até atingir peso seco constante, moido em moinho (modelo TE048, Tecnal
Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo) e peneirado em dimensdes menores que 1 mm. Os
nutrientes Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, S foram determinados segundo metodologia de
Malavolta et al. (1989), no qual os extratos das amostras foram obtidos por digestdo
nitroperclorica. Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn foram determinados por absor¢cdo atomica; P,
por determinagdo colorimétrica utilizando método da vitamina C; K, por fotometria com
emissdo de chama; S, por determinagdo colorimétrica. O N foi determinado pelo método

Kjeldahl.

2.5. Fator de translocacgéo (FT) e fator de bioconcentracéo (FBC)

Apds quantificar o ferro acumulado na parte aérea e radicular, foi calculado o fator
de translocagdo (FT) e fator de bioconcentracdo (FBC) conforme metodologia descrita
por Bao et al. (2009). O FT ¢ definido como a razao da concentragdo de ferro na parte
aérea da planta e a concentracao de ferro nas raizes (mg/Kg).

O FBC ¢ a razdo da concentragdo de ferro na planta e a concentragdo de ferro na
solugdo nutritiva: FBC = (Cf — Ci)/Cs, onde Cf = concentragdo de ferro no 6rgao
(mg/Kg) exposto ao ferro, Ci = concentragdo de ferro no 6rgao (mg/Kg) sem exposicao

ao excesso de ferro, Cs = concentracao de ferro na solugdo nutritiva (mg/L).

2.6. Variaveis de crescimento

Antes da aplicagdo dos tratamentos (Ci) e ao final do experimento (Cf) foram
analisados: didmetro da touceira, numero de colmos vivos, numero de folhas,
comprimento da maior raiz e volume radicular. Os valores de taxa de crescimento (%)
foram calculados segundo a férmula: Ci/Cf x 100. Ao final do experimento foi avaliada,

também, a matéria seca da parte aérea e raiz das plantas.

2.7. Analise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com quatro repeti¢des

por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA), e as

17



médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa

estatistico SAEG 9.0 UFV (Euclydes, 2004).

3. Resultados
3.1. Concentragao de nutrientes na solugéo nutritiva

Nas solugdes nutritivas recém preparadas foram observadas diferencas significativas
nas concentracdes de todos os nutrientes, com excecao do Ca, para as concentragdes de
Fe-EDTA nos tratamentos (Tab. 1). As maiores diferencas em relagdo aos tratamentos
foram encontradas para os micronutrientes e para o P. As concentracdes dos
micronutrientes (Mn, Zn) foram aumentadas gradativamente com o incremento do ferro,
enquanto que o valor de P obteve diminui¢do abrupta entre a concentracdo de 1 ¢ 2 mM

de Fe-EDTA.

3.2. Extracdo e Composi¢ao quimica da placa de ferro da superficie radicular

A composicdo quimica na placa de ferro mostrou aumento significativo da
concentragdo de Fe em relagdo ao tratamento, as espécies e na interagao entre eles (Tab.
2). O maior valor de Fe presente na placa foi encontrado na concentracdo 7 mM de Fe-
EDTA para ambas as espécies. Setaria parviflora acumulou maior quantidade deste
elemento na placa com 352,83 mg L™ e a espécie Paspalum urvillei acumulou 300,38
mg L. Apenas na concentragio 7 mM de Fe-EDTA os valores de ferro diferiram
estatisticamente entre as espécies.

Outros elementos, além do ferro, estavam presentes na placa de ferro. Os nutrientes
encontrados na placa que diferiram significativamente em relagdo aos tratamentos
foram: Mn, Zn, P, K, Ca, Mg. Os nutrientes que diferiram em relacdo as espécies foram:
Mn, Zn e K.

Nas duas espécies, a resposta quanto aos nutrientes Mn e P foram semelhantes, com
diferenca estatistica entre os tratamentos com excesso de ferro e o tratamento controle.
Porém, comparando o tratamento controle com a maior dose de ferro os valores de Mn
diminuiram 42,22% e 63,64% e os valores de P aumentaram 90,24% e 84% para S.

parviflora e P. urvillei, respectivamente (Tab. 2).
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Ocorreu aumento na concentragao de Zn com o acréscimo das doses de ferro para as
duas espécies analisadas, porém esse valor s6 foi significativo na dose de 4 mM de Fe-
EDTA (0,55 mg L™ para as duas espécies).

Foi observado, também, aumento significativo nos valores de Ca somente na
concentracdo de 1 mM de Fe-EDTA.

Ocorreu diminui¢ao nas concentragdes de K em funcdo do aumento das doses de
Fe-EDTA. Comparando-se o valor de K no tratamento 1 mM de Fe-EDTA, observou-se
que P. urvillei acumulou na placa de ferro quase o dobro (179,59 mg L") em relagio a
espécie S. parviflora (92,18 mg L™).

Os teores de Mg na placa de ferro diminuiram e apresentaram valor
significativamente menor apenas no tratamento de 7 mM.

Nao foi encontrada diferenca significativa para o N em nenhum aspecto analisado e
o Cu apresentou diferenca significativa na interagdo entre os tratamentos e as espécies

estudadas.

3.3. Quantificacdo de nutrientes na matéria seca

Nas raizes, foi observado aumento significativo da concentragao de Fe apenas entre
os tratamentos (Tab. 3). Na parte aérea, ocorreu aumento significativo do teor de Fe em
relacdo a concentragdo de ferro e na interagdo tratamento e espécie (Tab. 4).

No tratamento com 7 mM de Fe-EDTA os teores de ferro nas raizes foram cerca de
20 e 18 vezes maiores, em relagdo ao controle, para S. parviflora ¢ P. urvillei,
respectivamente. S. parviflora acumulou nas raizes 266,25 mg/Kg de Fe-EDTA a mais
do que P. urvillei (Tab. 3). Na parte aérea, S. parviflora apresentou maiores valores de
ferro em quase todos os tratamentos, com exce¢ao da maior concentragdo na qual P.
urvillei acumulou 339,50 mg/Kg de Fe-EDTA a mais do que S. parviflora. Comparando
os valores de ferro entre o tratamento controle ¢ o tratamento com 7 mM de Fe-EDTA,
na matéria seca da parte aérea foi possivel observar aumento de cerca de 13 e 8 vezes
para P. urvillei e S. parviflora, respectivamente (Tab. 4).

O excesso de ferro alterou significativamente o teor de alguns nutrientes nas raizes,
sendo eles Cu, K e Mg. Com a dose maior de ferro, os valores de Cu reduziram quase
pela metade na espécie S. parviflora e mais do que a metade para a espécie P. urvillei.

Os valores de K apresentaram diferenca significativa em relagdo aos tratamentos, entre
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as espécies e na interacao desses. Ocorreu diminui¢do significativa, também, nos teores
de Mg com a elevagao da concentragdo de Fe-EDTA nas duas espécies. O excesso de
ferro nao alterou a concentragao radicular dos elementos Zn, N, P e Ca (Tab. 3).

Com relagdo ao acimulo do ferro na parte aérea, o excesso de ferro interferiu
significativamente com a maioria dos nutrientes, com excecao para o S ¢ Cu. Com o
aumento de Fe-EDTA, houve reducao significativa nos valores dos nutrientes Mn, P, Mg
para ambas as espécies e de K e Zn apenas para S. parviflora. Comparando o tratamento
controle e o tratamento com 7 mM de Fe-EDTA foi observado diminuigdo significativa
nos valores de Ca e, também, nos valores de N em relagdo a concentracdo 7 mM ¢ 1 mM

de Fe-EDTA (Tab. 4).

3.4. Fator de translocacao (FT) e fator de bioconcentracéo (FBC)

As espécies estudadas apresentaram fator de translocagdo (FT) com diferenga
significativa entre os tratamentos e as espécies (Tab. 5). As espécies apresentaram maior
valor de FT no tratamento controle.

Na parte aérea, o fator de bioconcentragdo apresentou significancia entre os
tratamentos, entre as espécies e na interagdo entre eles. S. parviflora bioconcentrou na
parte aérea cerca de 3 vezes mais ferro no tratamento com 1 mM de Fe-EDTA do que na
concentra¢do de 7 mM de Fe-EDTA. Na parte aérea, P. urvillei apresentou menor valor
de FBC na concentracao de 4 mM de Fe-EDTA que foi cerca de 2 vezes menor do que o
encontrado no tratamento com 1 mM. Comparando as espécies, na parte aérea, S.
parviflora acumulou maior quantidade de ferro e nas raizes, P. urvillei obteve maior
concentragdo de ferro. Nas raizes, os maiores valores de FBC também foram

encontrados no tratamento com 1 mM de Fe-EDTA (Tab. 5).

3.5. Variaveis de crescimento

Entre os parametros de crescimento avaliados, o peso seco da parte aérea e da raiz,
o numero de folhas e o volume das raizes apresentaram diferenca significativa em
relagdo ao excesso de ferro (Tab. 6).

Nas duas espécies estudadas, o peso da matéria seca da parte aérea e raiz
diminuiram significativamente na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA em relacdo ao

tratamento controle. Comparando o tratamento controle ¢ o com 7 mM de Fe-EDTA foi
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observado aumento significativo de 36,96% e 30,93%, em relacdo ao nimero de folhas,
para S. parviflora e P. urvillei, respectivamente. O maior valor de volume de raiz foi
observado no tratamento com 4 mM de Fe-EDTA para as espécies estudadas. A matéria
seca da raiz e o numero de colmos apresentaram diferenca estatistica em relagdo as

espécies.

4. Discusséo
S. parviflora e P. urvillei apresentaram capacidade de tolerar altas concentragdes de

ferro. Essas espécies possuem respostas semelhantes em relacdo ao local de maior
acumulo desse metal. Os baixos valores de fator de translocacdo observado nas espécies
estudadas significam que grande parte do ferro absorvido nao ¢ transferido para a parte
aérea, o que ¢ confirmado pelos altos valores de bioconcentragdo (FBC) de ferro nas
raizes. Essa caracteristica também foi relatada para outras espécies (Kuki et al., 2008;
Liu et al., 2008; Csog et al., 2011). O teor de ferro acumulado nas raizes das espécies
estudadas estavam acima dos niveis considerados criticos para toxicidade de ferro (500
mg Fe/Kg) (Marschner, 1995; Dobermann e Fairhurst, 2000). Esse fato demonstra que S.
parviflora e P. urvillei podem apresentar mecanismos que evitam a translocacgdo do ferro
para as partes aéreas, impedindo, assim, o comprometimento do seu desempenho
fisiologico.

Apesar das espécies acumularem maior quantidade de ferro nas raizes, elas também
apresentaram elevados valores de ferro na parte aérea. Na concentragdo 7 mM de Fe-
EDTA, S. parviflora e P. urvillei acumularam 620,75 e 960,25 mg.Kg™" de ferro na parte
aérea, respectivamente. Existe uma amplitude nos valores que relacionam a toxidade do
ferro com a sua concentragao na folha (300 - 2000 mg.Kg'l) (Becker e Asch, 2005). Essa
amplitude ¢ observada devido a especificidade individual que diferentes espécies
possuem na presenga do excesso de ferro.

O excesso de ferro e a presenga da placa de ferro influenciaram de maneiras
diferentes a absorcao e a translocagdo de alguns nutrientes para a parte aérea. Resultado
semelhante também foi encontrado por outros autores (Bandara e Gunatilake, 1994;
Tanaka et al., 1966; Audebert e Sahrawat, 2000; Sahrawat, 2000; Batty et al. 2000; Batty
et al. 2002; Pereira, 2009; Siqueira-Silva et al., 2011). A placa reduz a absor¢do de

alguns metais adsorvendo-os na sua superficie e, portanto, aumentando a concentracao
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desses elementos na sua composicdo (Batty et al. 2000; Hansel et al., 2001). S.
parviflora apresentou reducdo significativa nos valores de Cu nas raizes e aumento em
seus valores na placa de ferro, demonstrando que a placa pode ter influenciado o teor
desse nutriente nas raizes. Esses resultados sdo diferentes dos encontrados por Ye et al.
(1997), no qual os valores de Cu foram semelhantes aos encontrados nas raizes € na
placa de ferro de Typha latifolia L.

O teor de P nas folhas de S. parviflora e P. urvillei ficou abaixo da taxa requerida
para o crescimento 6timo vegetal. Segundo Zhang et al. (1999), os fitossider6foros nao
mobilizam o P adsorvidos na placa de ferro nas raizes de Oryza sativa, sendo essa placa
considerada um reservatério para esse elemento. Esse fato foi observado em S.
parviflora e P. urvillei, que apresentaram valores de P reduzidos na parte aérea enquanto
que na placa de ferro, apresentaram elevados. Plantas com deficiéncia de P podem
apresentar reducdo no numero de folhas (Lynch et al., 1991) e reducdo no teor de
clorofila (Fredeen et al., 1989), pois o P participa de diversas fungdes fisiologicas e age
como elemento essencial nas moléculas que armazenam temporariamente a energia
proveniente da respiragdo e da fotossintese (Plesnicar et al., 1994).

Os valores de K diminuiram significativamente na placa de ferro e nas raizes de S.
parviflora, porém, ndo houve deficiéncia desse eclemento nas raizes. Baixas
concentragdes de K podem comprometer a habilidade das raizes em oxidar Fe*" a Fe®*
resultando na maior absor¢do de ferro aumentando a probabilidade de ocorréncia de
toxidez (Trolldenier, 1973). Na parte aérea, esse elemento apresentou reducao
significativa na concentracdo 7 mM de Fe-EDTA para as duas espécies estudadas,
porém nao houve deficiéncia desse elemento.

Para os valores de Ca, S. parviflora e P. urvillei apresentaram aumento significativo
apenas nas concentragdes intermediarias na placa de ferro. Na parte aérea, esse elemento
diminuiu significativamente, porém, ndo foi observada deficiéncia. O Ca requerido por
monocotiledoneas ¢ menor do que para as eudicotiledoneas (Marschner, 1995), e o
excesso desse elemento causa precipitagdo como oxalato de célcio (Fageria, 1998).

Na placa de ferro, nas raizes e na parte aérea, os valores de Mg reduziram
significativamente na concentragdo 7 mM para as duas espécies estudadas. Apesar disso,

essa reducdo ndo foi suficiente para ser considerada deficiente em Mg, pois segundo
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Marschner (1995) valores de Mg entre 0,15 e 0,35% de matéria seca sdo ideais para o
crescimento vegetal.

Foi observada diminui¢do dos valores de N com o aumento do ferro, porém nao foi
observada deficiéncia desse elemento. Outros trabalhos também relataram a baixa
translocagdo desse elemento quando em excesso de ferro (Snowden e Wheeler, 1995;
Siqueira-Silva et al., 2011). A baixa taxa desse elemento pode causar senescéncia das
folhas velhas, desarranjo no balango hormonal e influenciar na producao de lignina em
gramineas, pois o N faz parte de aminoacidos percussores da sintese desse composto
(Marschner, 1995).

Nesse trabalho, a placa de ferro foi capaz de imobilizar nutrientes que poderiam ser
absorvidos pelas plantas, a placa foi composta por Fe, Mg, Cu, Zn, N, P, K, Ca, Mg.
Segundo Liu et al. (2008), devido a composicdo da placa, ela tem a capacidade de
sequestrar, absorver ou precipitar, ions da rizosfera. A capacidade da placa em acumular
metais ¢ limitada e depende de fatores como a sua extensao, a concentracdo do metal, o
pH da solugdo e a idade da raiz (Ye et al., 1997). Portanto, a placa de ferro alteraria a
absor¢ao de elementos essenciais, causando distirbios nutricionais (Howeler, 1973;
Zhang et al., 1999; Batty et al., 2000), e de outros metais pesados e metaldides
fitotoxicos (Chen et al., 2006; Bravin et al., 2008; Deng et al., 2010). Segundo alguns
autores, a presenca da placa de ferro nas raizes pode reduzir a assimilagdo de ferro pelas
plantas, sendo um mecanismo de prote¢do contra a toxidez do ferro (Batty et al., 2000;
Batty e Younger, 2003; Liu et al., 2004). Porém, nas espécies estudadas, isso ndo foi
observado, visto que altas concentragdes de ferro foram encontradas nos tecidos
vegetais. Alguns trabalhos relataram que a placa de ferro também agiria como um
sequestrador de nutrientes causando reducdo de nutrientes disponiveis para a planta
(Greipsson e Crowder, 1992).

As espécies apresentam respostas distintas em relacdo ao excesso de ferro. S.
parviflora acumulou mais ferro na placa de ferro do que P. urvillei. S. parviflora
também acumulou mais ferro nas raizes, diferente de P. urvillei, que na concentragido 7
mM de Fe-EDTA, acumulou maior concentragdo de ferro na parte aérea. Esse fato
demonstra que P. urvillei obteve maior fator de bioconcentragdo para a parte aérea na

concentracdo de 7 mM de Fe-EDTA.
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Apesar das desordens nutricionais e do alto teor de ferro na parte aérea e nas raizes
ndo foram observadas redugdes nos pardmetros de crescimento nas espécies estudadas,
com excessdo do peso da matéria seca da parte aérea e raiz. S. parviflora e P. urvillei
podem ser classificadas como plantas tolerantes, que segundo Fayiga et al. (2004),
podem ser utilizadas em estratégias efetivas de fitorremediagao.

Além de tolerar altas concentragdes de ferro no substrato, S. parviflora e P. urvillei
acumulam elevados teores desse elemento na parte aérea e, principalmente, nas raizes.
Apesar disso, juntamente com a desordem nutricional para alguns nutrientes, o excesso
de ferro ndo reduziu o crescimento das espécies. Algumas caracteristicas sao necessarias
para selecionar espécies que serao utilizadas em processos de fitorremediagdo, como
tolerar altas concentracdes do poluente no meio, retendo-o no sistema radicular ou
translocando-o para a parte aérea, possuir alta taxa de crescimento e producdo de
biomassa, ter facil propagacdo e ocorrer naturalmente em areas poluidas (Vose et al.,
2000). As espécies estudadas apresentam caracteristicas necessarias para serem
utilizadas em areas impactadas por ferro. Portanto, S. parviflora e P. urvillei sdo
indicadas para estudos in situ visando avaliar sua fungdo fitoextratora de ferro,

principalmente P. urvillei que acumulou mais ferro na parte aérea do que S. parviflora.
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Tabela 1: Concentragdes de nutrientes (mg L) presentes na solugdo nutritiva recém preparada nas diferentes concentragdes

de Fe-EDTA.
Fe-EDTA Fe Mn Zn N P K Ca Mg
0,009 mM 0,25° 0,25° 0,04° 0,96" 1,63 107,71° 79,17° 25,68°
1 mM 33,50¢ 0,544 0,22¢ 1,03* 1,35 107,24° 89,35 19,81¢
2mM 68,72° 0,79° 0,40° 1,07 0,10° 109,37 95,41° 21,22°
4 mM 153,45° 1,33° 0,85° 1,02 0,18° 117,18 86,36° 20,79
7 mM 243,22° 2,04 1,52 1,05 0,20 112,23° 95,14" 20,70

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Nutrientes minerais (mg L) presentes na placa de ferro das espécies Setaria parviflora e Paspalum urvillei apos 17 dias
de tratamento com diferentes concentragdes de Fe-EDTA.

Espécie  Fe-EDTA Fe Mn Cu Zn N P K Ca Mg
0,009 mM 2,824d 2,25 0,06 0,39 0,15 9,20 136,61 11,10 6,59
Setaria 1 mM 125,514¢ 1,65 0,015 0,44 0,05 82,03 92,18 23,26 6,94
. 2 mM 142,1 1A 1,10 0,02Ba 0,55 0,08 70,50 82,93 17,16 495
parviflora Ab Aa
4 mM 241,41 1,21 0,04 0,55 0,14 84,40 70,32 18,38 5,27
7mM 352,83Aa 1,30 0,07Aa 0,61 1,31 94,25 56,30 18,17 4,79
0,009 mM 1,674¢ 0,99 0,044 0,18 0,19 13,00 191,36 10,25 6,89
Paspalum I mM 93,81Ad 0,42 0,07Aab 0,35 0,12 64,15 179,59 24,26 7,10
- 2 mM 157,434 0,37 0,094 0,38 0,14 79,73 143,47 16,68 5,76
urvillei Ab Aabe
4 mM 231,73 0,42 0,05 0,55 0,13 76,45 111,95 15,76 5,53
7 mM 300,385 0,36 0,015 0,37 0,16 81,28 94,88 14,62 4,37
Analise de variancia
Fe-EDTA (Fe) * * n.s. * n.s. * * * *
Espécie (Esp) * * n.s. * n.s. n.s. * n.s. n.s.
Fe X Esp * n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitisculas comparam
espécies na mesma concentracdo de Fe-EDTA quando ha interagdo entre as concentracdes de ferro e as espécie e letras minusculas
comparam os tratamentos de Fe-EDTA nas espécies. (n.s. = ndo significativo).



Tabela 3: Nutrientes minerais presentes na matéria seca das raizes de Setaria parviflora e Paspalum urvillei ap6s 17 dias de
tratamento nas diferentes concentragoes de Fe-EDTA.

Micronutrientes [mg/Kg] Macronutrientes [g/Kg]
Fe-EDTA Fe Mn S Cu Zn N P K Ca Mg
0,009 mM 306,75 105,254 1,554° 28,25 39,50 2,03 0,15 0,185 0,10 0,03
Setaria 1 mM 1539,00  98,50% 1,56%° 15,25 50,25 1,96 0,17 0,165 0,10 0,04
) 2 mM 1756,75 111,25 2,014 19,00 48,25 1,96 0,17 0,15% 0,07 0,03
parviflora 4 mM 2906,75 80,75 1,744 17,00 53,75 1,99 0,17 0,128%® 0,12 0,03
7 mM 6090,00  34,50% 1,538° 14,50 76,75 2,13 0,16 0,074° 0,07 0,01
0,000 mM 321,25 16,25 1,68 15,25 23,25 1,40 0,17 0,354 0,13 0,04
1 mM 1696,50 10,005 1,714 15,50 27,50 1,10 0,15 0,814 0,11 0,06
Paspalum Ba Ba Aab
o 2mM 2749,50 10,50 1,53 17,50 37,50 1,11 0,15 0,53 0,09 0,05
urvillei 4 mM 4008,00 17,25 1,574 11,75 36,00 1,14 0,13 0,244 0,09 0,03
7 mM 582375  14,50* 1,834 6,75 41,75 1,14 0,15 0,274 0,11 0,03
Analise de variancia

Fe-EDTA (Fe) * n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * n.s. *

Espécie (Esp) n.s. * n.s. * * * n.s. * n.s. *
Fe X Esp n.s. * * n.s. n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s.
BlOCO n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam
espécies na mesma concentragdo de Fe-EDTA quando hé interacdo entre as concentragdes de ferro e as espécie e letras minusculas
comparam os tratamentos de Fe-EDTA nas espécies. (n.s. = ndo significativo).



Tabela 4: Nutrientes minerais presentes na matéria seca das partes aéreas de Setaria parviflora e Paspalum urvillei urvillei ap6s 17

dias de tratamento nas diferentes concentragdes de Fe-EDTA.

Micronutrientes [mg/Kg]

Macronutrientes [g/Kg]

Fe-EDTA Fe Mn S Cu Zn N P K Ca Mg
0,000 mM  76,50™ 70,00 0,15 5,25 57,754 2,01 0,34 2,81 0,305 0,165
Setaria 1 mM 283,00 46,25 0,14 5,50 39,004 2,09 0,29 2,77 0,24* 0,15™
parviflora 2 mM 382,501 49,25 0,15 5,00 42,250 2,12 0,26 2,66 0,274% 0,155
4 mM 443 50° 40,25 0,14 4,50 36,004° 2,04 0,20 2,51 0,215 0,135
7 mM 620,755 46,75 0,15 4,75 38,005 1,93 0,20 2,01 0,228 0,135
0,000 mM 71,25 149,00 0,24 7,25 54,504 2,13 0,42 2,01 0,544% 0,414
Paspalum 1 mM 212,75% 138,25 0,24 8,00 47,004° 2,51 0,37 2,09 0,374° 0,394%
palut 2 mM 257,008 109,00 0,25 7,50 46,25%° 2,29 0,30 2,12 0,344° 0,30%°
urvi I Iel Bb Aab Ab Ab
4 mM 371,50 105,00 0,24 7,25 55,75 2,16 0,28 1,96 0,31 0,30
7 mM 960,25 119,00 0,25 7,25 65,504 2,16 0,26 1,91 0,354° 0,30%°
Analise de variancia
Fe-EDTA (Fe) * * n.s. n.s. * * * * * *
Espécie (Esp) n.s. * * * * * * * * *
Fe X Esp * n.s. n.s. n.s. * n.s. n.s. n.s. * *
BlOCO n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. *

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitusculas comparam
espécies na mesma concentracdo de Fe-EDTA quando ha interagcdo entre as concentracdes de ferro e as espécie e letras mintsculas

comparam os tratamentos de Fe-EDTA nas espécies. (n.s. = ndo significativo).
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Tabela 5: Fator de translocacdo (FT) e fator de bioconcentragdao (FBC) em Setaria
parviflora e Paspalum urvillei nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA.

Espécie Fe-EDTA (mM) FT FBC (L Kg™?)
Parte aérea Raiz
0,009 0,25
Setaria 1 0,18 6,16™ 36,78
parviflora 2 0,22 4,45% 21,10
4 0,15 2,394 16,94
7 0,10 2,328 24,69
0,009 0,22
1 0,12 4,228 41,05
Paspalum "
illei 2 0,09 2,70 35,34
urvi 4 0,09 1,96% 24,03
7 0,17 3,80"° 23,49
Andlise de variancia
Fe-EDTA (Fe) * * *
Espécie (Esp) * * *
Fe X Esp n.s. * n.s.
Bloco n.s. n.s. n.s.

Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras maitisculas comparam espécies quando ha interag@o entre ferro
e espécie e letras minusculas comparam tratamento Fe-EDTA nas espécies. (n.s. =
nao significativo).
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Tabela 6: Parametros de crescimento das espécies Setaria parviflora e Paspalum urvillei nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA.

Matéria Seca (g)

Espécie Fe-EDTA Diametro da Numero de Numero de Comprimento Volume da
Parte ; Touceira (cm) Colmos Folhas da Raiz (cm) Raiz (mL)
aérea Raiz

0,009 mM 68,95 491 49,90 38,43 44,47 95,93 66,70
) I mM 66,47 3,57 61,19 33,22 43,35 91,73 94,45
Setaria 2 mM 71,74 430 65,92 34,89 45,31 90,15 73,11
parviflora 4 mM 7099 4,85 63,95 50,65 54,50 80,08 159,42
7 mM 58,42 3,88 58,69 47,34 70,54 96,41 106,64
0,009 mM 62,74 9,29 55,53 49,60 37,68 84,95 93,65
1 mM 74,14 7,58 65,65 48,93 52,58 95,14 98,16
Paspalum
urvillei 2 mM 73,61 7,43 61,61 65,14 51,49 97,15 91,69
4 mM 60,77 5,64 58,97 50,39 49,39 87,60 141,31
7 mM 54,87 6,38 70,76 62,02 59,50 93,70 99,59
Analise de variancia
Fe-EDTA (Fe) * * n.s. n.s. * n.s. *
Espécie (Esp) n.s. * n.s. * n.s. n.s. n.s.
Fe X Esp n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitisculas comparam

espécies na mesma concentragdo de Fe-EDTA quando ha interagcdo entre as concentragdes de ferro e as espécie e letras minusculas

comparam os tratamentos de Fe-EDTA nas espécies. (n.s. = ndo significativo).
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CAPITULO 2

Influéncia do excesso de ferro na morfologia e anatomia de Setaria parviflora

(Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel (Poaceae)

RESUMO - Considerando que as espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e
Paspalum urvillei Steudel ocorrem em ambientes com alta concentracdo de ferro e
acumulam esse metal na matéria seca, objetivou-se, com esse trabalho, caracterizar
morfologica e anatomicamente os possiveis efeitos de elevados niveis de ferro nestas
espécies. Mudas de S. parviflora ¢ P. urvillei foram cultivadas em solugdo nutritiva de
Hoagland, a meia for¢a ionica em pH 5,0. As plantas foram submetidas, gradativamente,
as diferentes concentragoes de Fe*' na solucao nutritiva, na forma Fe-EDTA (0,009;1; 2;
4 e 7 mM). As plantas permaneceram expostas ao tratamento por 17 dias. Foram
fotografados os sintomas visuais causados pelo excesso de ferro em folhas e raizes de
todos os tratamentos. Foram coletadas amostras para caracterizagdo estrutural em
microscopia de luz; para micromorfometria e para analise histoquimica visando a
detecgdo de ferro nos tecidos. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as
médias, comparadas pelo teste de Tukey, a 5%. Os sintomas visuais, nas folhas,
apareceram de forma mais discreta em S. parviflora em relagao aos sintomas observados
em P. urvillei. As raizes das espécies apresentaram mudanga na coloragdo, aspecto
mucilaginoso e flacidez. As raizes de P. urvillei exibiram, com o aumento da
concentragdo de ferro, alguns pontos necrdticos e em S. parviflora, observou-se
fragilidade nas raizes. P. urvillei ¢ S. parviflora apresentaram alteragdes anatOmicas
semelhantes, como alteragdes bruscas no formato das células da epiderme, do mesofilo e
da bainha do feixe, retragdo do protoplasto e alteragdo no formato das células do
metaxilema. Além disso, observou-se nas raizes formagao de tecido de cicatrizagdo ¢
colapso das células do cilindro vascular em P. urvillei e colapso das células do cortex
em S. parviflora. Em relagdo as medi¢des realizadas na folha, foi observada redugdo
significativa entre os tratamentos de Fe-EDTA nos valores da altura da epiderme da face
abaxial e da bainha do feixe vascular nas duas espécies estudadas. Em relacdo a
histolocalizagdo do ferro, nas folhas de S. parviflora foi observado reagdo mais forte do
que nas folhas de P. urvillei. Nas raizes das espécies apresentaram reagdo forte nas
células da epiderme e exoderme e reacdo fraca para as células do cortex nas duas
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espécies. As espécies estudadas apresentaram sintomas anatOmicos e visuais
semelhantes quando expostas ao excesso de ferro, porém, P. urvillei mostrou danos mais
intensos do que S. parviflora ¢ acumulou mais ferro na parte aérea, na maior

concentragdo de ferro em solugao hidroponica.

Palavras-chave: espécies de gramineas, poluigdo, sintomatologia, altera¢des
anatomicas, morfometria foliar.
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1. Introducao

O Brasil possui grande quantidade de reservas de minério de ferro (Araujo et al.,
2008) e a exploragdo crescente dessas reservas tém aumentado as emissdes de poluentes
atmosféricos produzidos pelas industrias desse minério. As particulas de ferro emitidas
por essas industrias sdo insoluveis e indisponiveis as plantas. Porém, o baixo pH do solo
pode aumentar a disponibilidade desse elemento para a vegeta¢do, podendo ocasionar
problemas ecologicos e até mesmo a reducao da biodiversidade (Kuki et al., 2008).

Ambientes contaminados com metais pesados podem selecionar plantas tolerantes,
visto que, geralmente, a tolerancia a metais ¢ mais observada em populacdes que vivem
em solo enriquecido com metais do que populagdes da mesma espécie em solos normais
(Macnair, 1993; Milner ¢ Kochian, 2008). Portanto, as espécies vegetais podem
apresentar estratégias que permitem a sua sobrevivéncia nos ambientes ricos em metais.
Dentre essas estratégias a absor¢do, a translocagdo e o acimulo de altas concentracdes
do poluente, em uma forma ndo toxica, ¢ encontrada em espécies denominadas
hiperacumuladoras.

Plantas hiperacumuladoras tém recebido atencdo devido a possibilidade de sua
utilizacdo como fitorremediadoras em ambientes contaminados (Pilon-Smits, 2005;
Coutinho e Barbosa, 2007; Carneiro e Gariglio, 2010; Rascio e Navari-Izzo, 2011). A
eficiéncia na compartimentalizagdo de metais ¢ uma caracteristica fundamental de
plantas hiperacumuladoras, permitindo o acimulo de altos teores de metais pesados em
seus tecidos sem apresentar efeitos toxicos. Essa compartimentalizagdo ¢ fundamental
nas folhas, onde esté localizado o aparato fotossintético (Rascio e Navari-1zzo, 2011).

Mesmo ndo interferindo no crescimento vegetal, espécies expostas a altas
concentragdes de ferro podem apresentar sintomas visuais. O sintoma visual tipico de
toxicidade por ferro ¢ o bronzeamento foliar que estd associado a danos nos
componentes celulares e nos processos fisiologicos. O bronzeamento ¢ causado pelo
acimulo de polifendis oxidados e se inicia em folhas completamente expandidas
(Becker e Asch, 2005). Inicialmente, esse sintoma se origina com pequenas manchas
marrons que se espalham da regido apical para a regido mediana da folha. Quando a

toxidade ¢ grande, o bronzeamento ocupa grande parte da lamina foliar sendo seguido
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por necrose (Miiller, 2011). Os sintomas observados nas raizes sao flacidez, auséncia de
ramificagdo, aspecto mucilaginoso e mudanca na coloragdo (Castro, 2010).

Algumas espécies que acumulam altas concentracdes de poluentes em seus tecidos
ndo apresentam injurias visuais (Arndt et al. 1995). Porém, estas espécies podem
apresentar danos teciduais, ainda nao visiveis a olho nu. E, assim, importante realizar
analises microscopicas que possam evidenciar danos estruturais e auxiliar no
prognostico da injuria (Silva et al., 2000; Sant’Anna-Santos et al., 2006; Sant’Anna-
Santos et al., 2007; Sant’ Anna-Santos ¢ Azevedo, 2007). Essas analises microscopicas
podem ser tanto quantitativas como qualitativas. As analises quantitativas
(micromorfométricas) contribuem para a caracterizacdo quantitativa das alteracdes na
estrutura dos orgaos vegetais de plantas provocadas por agentes externos (Aguiar et al.,
2007). Essas analises sdo geralmente realizadas nas folhas, que ¢ o 6érgao mais sensivel a
polui¢do (Dickison, 2000).

Dependendo da concentracdo do ferro e da sensibilidade da espécie estudada,
algumas alteragdes anatdmicas qualitativas podem ser observadas, entre elas mudancas
na divisdo das células do meristema apical radicular, altera¢des nas células do cortex,
retracdo do protoplasto, formagao do tecido de cicatrizag¢do e alteracdo no tamanho das
células. No cilindro vascular, podem ocorrer mudangas na divisdo e¢ no padriao de
diferenciagdo das células do periciclo e incompleta diferenciacdo do metaxilema
(Siqueira-Silva et al., 2011).

As espécies submetidas ao excesso de ferro geralmente histolocalizam-o nos
tricomas, cuticula, células epidérmicas, em algumas células do xilema, endoderme da
nervura mediana, células parenquimaticas (Silva et al., 2006; Silva e Azevedo, 2007),
células da hipoderme, colénquima, clorénquima e floema (Pereira, 2009).

Dependendo da sensibilidade da espécie e da concentracdo do ferro no substrato
pode ocorrer estresse oxidativo através da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) causando, dentre outros efeitos, danos aos tecidos vegetais (Connolly e
Guerinot, 2002; Schiitzendiibel e Polle, 2002). O aprimoramento dos sistemas
antioxidantes que neutralizam o estresse oxidativo ¢ outra estratégia usada por plantas
tolerantes. Compostos fenolicos possuem elevada tendéncia a quelar metais pesados, que

previne a formagdo de radicais livres. Observa-se na literatura a hipotese de que a
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formacdo de complexos estaveis entre metais e fendis pode restringir a absorcdo de
metais em plantas e atenuar a toxicidade do metal (Jung et al., 2003).

As gramineas Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen ¢ Steudel se desenvolvem em
uma lagoa de decantagdo na usina de pelotizacdo em Ubu-ES. Essa lagoa ¢ abastecida
com agua do sistema de pelotizagdo e do mineroduto de ferro da usina, sendo, portanto,
rica em particulas de ferro. S. parviflora e P. urvillei, além de tolerar altas concentragdes
desse poluente no substrato, também, acumulam elevados teores de ferro em seus
tecidos sem alterar seu crescimento (resultado do capitulo 1).

Considerando que as espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen ¢ Paspalum
urvillei Steudel ocorrem em ambientes com alta concentragdo de ferro e acumulam esse
metal em grande quantidade na matéria seca, objetivou-se, com esse trabalho, verificar
se ocorrem alteragdes morfoanatdmicas em respostas a niveis elevados de ferro em S.

parviflora e P. urvillei e determinar os sitios de acumulo de ferro.

2. Material e Métodos

2.1. Condicdes de cultivo e aplicacédo dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Vicosa, MG, Brasil (649 m altura, 20°45°20” S e 42°52°40” N). Individuos das espécies
Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel (Poaceae) foram
coletados na margem da lagoa de decantacdo de uma usina de pelotizagdo de minério de
ferro localizado em Ubu (ES) (20° 46°21, 0°* S e 40° 34’52, 3 W). A identidade das
espécies foi confirmada pela especialista Hilda Maria Longhi Wagner (Universidade
Federal do Rio Grande do Sul).

P. urvillei apresenta colmos eretos, subcompridos, glabros, as vezes ramificados; nos
salientes, glabros; bainhas glabras superiormente ¢ fino estriadas; ligula membranacea,
lateralmente branco-pilosa; laminas planas, glabras, agudas, pilosas nas margens
(Scheffer-Basso et al., 2001). S. parviflora apresenta colmos eretos ou geniculados; nos
inferiores geniculados; ligula presente; laminas foliares rigidas, planas ou involutes,
glabras ou pilosas (Batalha e Mantovani, 1999).

As mudas foram cultivadas em vasos plésticos de oito litros contendo terra como

substrato por aproximadamente 90 dias. Posteriormente, touceiras de cada espécie foram
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padronizadas visualmente e transferidas para caixas de isopor de 5 litros, separando-se
uma touceira por caixa. As touceiras foram mantidas em solucdo nutritiva de Hoagland
(Hoagland e Arnon, 1950), a meia forca i6nica em pH 5,0, com constante aeragdo. A
solugdo hidroponica era constituida de 0,5mM NH4H,PO4, 3mM KNO;, 2mM
Ca(NO3),.4H,0, ImM MgS0,4.7H,0, 23,13uM H3BOs3, 4,57uM MnCl,.4H,0, 0,382uM
ZnS04.7H,0, 0,16uM CuSO4.5H,0, 0,0695uM MoO; e 9uM Fe-EDTA. Essa solucdo
foi renovada semanalmente, sendo seu volume completado com 4gua deionizada sempre
que necessario ¢ o pH, ajustado para 5,0 a cada 2 dias usando NaOH ou HCI. Nesse
periodo de aclimatacdo, as plantas foram cortadas na altura do colmo duas vezes para
padronizagdo antes de aplicagao dos tratamentos.

As plantas foram submetidas, gradativamente, as diferentes concentracdes de Fe*™ na
solucao nutritiva, na forma Fe-EDTA (0,009; 1; 2; 4 ¢ 7 mM). A solugao foi trocada a
cada 12 horas, com o incremento de 0,25mM de Fe-EDTA até chegar em 1 mM de Fe-
EDTA. Apos isso, o incremento foi de 2, 4 e 7 mM de Fe-EDTA até¢ obtencao das
concentracoes finais de ferro.

Apobs o estabelecimento das concentragdes finais, a solu¢do nutritiva era trocada a
cada 3 dias, e o pH, ajustado diariamente para 5,0 usando NaOH ou HCI. Apoés a

aclimatagdo, as plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 17 dias.

2.2 Caracterizagao visual

Ao final do experimento, foram fotografados, com o auxilio de uma camera digital
(Cyber-Shot DSC-W310, Sony Corporation, Japdo) os sintomas visuais causados pelo

excesso de ferro em folhas e raizes de Setaria parviflora e Paspalum urvillei.

2.3 Caracterizacdo estrutural e anélise micromorfometrica em microscopia de luz

Foram coletadas amostras da margem e nervura mediana de 5 laminas foliares, sem
sintomas, completamente expandidas localizadas entre o 3° e 5° n6 e amostras das raizes
a 5 cm acima do apice. As amostras foram fixadas em solucao de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (4%), em tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,0) (Karnovsky, 1965),
por 48 horas e estocadas em éalcool 70%. Em seguida, foram desidratadas em série etilica
e incluidas em glicometacrilato (Leica Historesin, Nussloch/Heidelberg, Germany).

Cortes transversais das folhas com 5 pm de espessura e das raizes com 6 um foram
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obtidos em microtomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA), corados com azul de toluidina pH 4,0 e montados
entre ldmina e laminula em Permount.

Foram mensurados, em se¢des transversais, a altura das células epidérmicas das
faces adaxial e abaxial da folha, a espessura do limbo foliar, a altura do mesofilo e da
bainha do feixe vascular. Para cada repeticao, de todos os tratamentos, foram utilizados
3 fragmentos de folha, sendo realizados 10 cortes/lamina de cada fragmento. Em cada
imagem foram realizadas 3 medicdes para cada parametro por repeti¢do, totalizando 450
imagens por tratamento por parametro. As imagens foram realizadas em campos na
lamina que possibilitaram a visualizagao de trés grupos de células buliformes e feixes
vasculares. Todas as medidas foram realizadas proéximo aos feixes vasculares e na
epiderme da face adaxial foi mensurada a maior célula buliforme acima dos feixes. As
medicdes foram realizadas com auxilio do software de andlise de imagens Image Pro-

Plus versao 4.1 para Windows®.

2.4 Andlise histoquimica

Para detectar a presenga de ferro nos tecidos das folhas e raizes, apds fixacao das
amostras em Karnovsky, foram realizados cortes transversais das plantas do tratamento
0,019 mM e 7 mM de Fe-EDTA. Esses cortes foram obtidos em micrétomo de mesa
(modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importagio LTDA, Belo Horizonte,
Brasil). Apos lavagem em agua destilada, os cortes foram colocados em solucao
contendo ferricianeto de potéssio 4% e acido cloridrico 4% (Meguro et al., 2007), por
um periodo de 48 horas. Este teste evidencia a presenca de ferro pela coloracdo azul, o
Azul de Prassia. Um controle negativo, chamado de branco do teste, no qual os cortes
nao foram expostos a reacdo, foi realizado em paralelo. Apés lavagem em agua
destilada, os cortes foram montados em agua.

Todas as analises citadas foram realizadas em fotomicroscopio (modelo AX70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japao) equipado com sistema U-photo, acoplado a uma
camera AxioCam (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e a aquisicdo das imagens foi realizada
usando o software modelo AxioVision LE (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e um

microcomputador, do Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.
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2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o de bloco casualizado, com cinco repeti¢des por
tratamento. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do programa estatistico

SAEG 9.0 UFV (Euclydes, 2004).

3. Resultados

3.1 Caracterizacao visual

As plantas do tratamento controle das espécies estudadas nao exibiram sintomas de
toxidez por ferro (Fig. 1A; 1F; 1H; 1M; 2D; 2I). Apds exposi¢do ao excesso de ferro,
foram observadas alteragdes na morfologia externa das raizes e folhas de P. urvillei e S.
parviflora (Fig. 1B-E; 1G; 11-L; IN; 2A-C; 2E; 2F-H; 2J).

Em P. urvillei, os sintomas causados por toxidez de ferro comegaram a aparecer na
concentragdo 1 mM de Fe-EDTA de folhas completamente expandidas (Fig. 1B).
Bronzeamentos bem pontuais na lamina foliar alcancando pequenas extensdes foram
observados, em poucas folhas (Fig. 1B-E; 1G). O bronzeamento foliar foi evoluindo de
acordo com o aumento da concentragdo de ferro: em 2 mM de P. urvillei ocorreu em
por¢des maiores da lamina foliar (Fig. 1C); em 4 mM de Fe-EDTA alcangou nimero
maior de folhas e maior extensdo da lamina foliar (Fig. 1D) ocupando quase toda
margem foliar com enrolamento dessas margens (Fig. 1D); na concentragdo 7 mM de
Fe-EDTA foi observado em quase todas as folhas expandidas e em grande parte da
lamina foliar (Fig. 1E). As folhas desse ultimo tratamento apresentaram aspecto menos
rigido, além de necroses e aspecto enrugado na regido apical (Fig. 1G).

Em S. parviflora, a partir de 2 mM de Fe-EDTA, foi observado bronzeamento foliar
(Fig. 1J). Em 4 mM de Fe-EDTA, esse sintoma alcangou maior nimero de folhas e
maior extensdo na lamina foliar (Fig. 1K) e na concentracio 7 mM de Fe-EDTA, o
bronzeamento foi seguido de pequenas necroses e cloroses nas margens da lamina foliar
(Fig. 1L). Os sintomas apareceram de forma mais discreta em S. parviflora em relagao
aos sintomas observados em P. urvillei. Nao foi observado sintoma de murchamento da
parte aérea nas espécies estudadas (Fig. 1G; IN).

Nas raizes de P. urvillei, foram observadas mudanga de coloragdo a partir da

concentragdo 1 mM de Fe-EDTA. A medida que aumentava a concentragio de ferro foi
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aumentando também a intensidade de coloracdo amarelada das raizes (Fig. 2A-C; 2E).
As raizes de P. urvillei submetidas ao tratamento de concentra¢gdo 1 mM de Fe-EDTA
apresentaram aspecto semelhante as raizes do tratamento controle, com mudanga sutil na
coloragdo, em todo o comprimento da raiz, de branco (controle) para amarelo (Fig. 2A).
Além da disso, na concentracdo 2 mM de Fe-EDTA as raizes apresentaram coloragao
amarelada nas extremidades e aspecto mucilaginoso (Fig. 2B). No tratamento com 4
mM foi observado maior intensidade nos sintomas ocorridos no tratamento 2 mM de Fe-
EDTA, e aparecimento de alguns pontos necroticos (Fig. 2C). Na concentragdo 7 mM a
coloragdo amarelada foi observada por todo o comprimento radicular e foi acentuado o
aspecto mucilaginoso, foi observado, também, necrose ¢ flacidez (Fig. 2E).

Nas raizes de S. parviflora foram observadas coloragdo alaranjada em toda a
superficie radicular, aspecto mucilaginoso, flacidez e fragilidade nas raizes a partir do
tratamento 1 mM de Fe-EDTA. Com o aumento das concentragdes, esses sintomas
foram intensificados (Fig. 2F-H; 2J). Os sintomas nas raizes de S. parviflora foram mais

severos do que em P. urvillei com redug@o visual das ramifica¢des laterais.

3.2 Caracterizacao estrutural em microscopia de luz

P. urvillei e S. parviflora apresentam folhas com epiderme uniestratificada com
células buliformes agrupadas em numero de 3 a 5 na epiderme da face adaxial da folha.
As espécies apresentaram anatomia de plantas C4 com feixes vasculares de tamanhos
variados e bainha do feixe com uma camada de células parenquimaticas, contituindo
tipica anatomia do tipo Kranz. Na face abaxial e adaxial, préximos aos feixes vasculares
maiores, ha uma calota de fibras (Fig. 3A; 3B; 4A; 4B). Em P. urvillei ocorre
predomindncia de estomato na face abaxial da folha e as células buliformes sdo
volumosas de contorno quadrangular (Fig. 3B); em S. parviflora encontram-se
estdmatos nas duas faces e tricomas unicelulares (Fig. 4B).

Apos exposigdo ao excesso de ferro, P. urvillei apresentou na concentragdo 1 mM
de Fe-EDTA desarranjo nas células do mesofilo, presenca de células hipertrofiadas,
hiperplasia das células do mesofilo localizadas abaixo das células buliformes e retracdo
do protoplasto dessas células (Fig. 3C). Essa espécie, na concentragdo 2 mM de Fe-
EDTA apresentou retracdo do protoplasto nas células localizadas nas margens e

proximas ao feixe vascular, alteragdo brusca no formato das células da epiderme, do
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mesofilo e da bainha do feixe e colapso de algumas células (Fig. 3D; 3E). Na
concentracdo 4 mM de Fe-EDTA foi observado retragdo do protoplasto (Fig. 3F). No
tratamento 7 mM de Fe-EDTA observou-se areas necrosadas (Fig. 3G; 3H).

S. parviflora nao apresentou sintomas de toxidez ao ferro na concentragdo 1 mM de
Fe-EDTA (Fig. 4C). S. parviflora apresentou altera¢des no formato das células do
metaxilema na concentracdo 2 mM de Fe-EDTA (Fig. 4D). No tratamento 4 mM de Fe-
EDTA foi observado retragdo do protoplasto, reducdo abrupta do limbo foliar com
mudancas no formato das células da epiderme das faces abaxial e adaxial da folha e do
mesofilo e colapso celular (Fig. 4E). Na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA foi observado
conteudo de coloragdo esverdeada e marrom corado por azul de toluidina nas células do
mesofilo, além de alteragdes no formato das células (Fig. 4F).

As raizes de P. urvillei apresentam epiderme e exoderme com uma camada de
células tabulares, com paredes delgadas e menor volume do que as células do cortex. S.
parviflora possui uma camada de células na epiderme e na exoderme com caracteristicas
semelhantes a epiderme encontrada em P. urvillei. No cortex, das duas espécies,
observam-se espacos intercelulares com formacdo de aerénquima, endoderme
unisseriada formada por células bem compactadas com espessamento da parede celular
em forma de “U”. No cilindro vascular, observa-se na camada mais externa as células do
periciclo e mais internamente a presenca de uma medula. A raiz ¢ poliarca com
diferenciag¢do do xilema ocorrendo centripetamente (Fig. SA; 6A).

Nas raizes de P. urvillei, na concentragdo de 1 mM foi observado colapso das
células do cilindro vascular e do cortex (Fig. 5B); em 2 mM de Fe-EDTA ocorreu
retragdo do protoplasto das células do cortex, da endoderme e colapso celular (Fig. 5C);
em 4 mM de Fe-EDTA houve alteracdo no formato das células da endoderme, do
protoxilema e do metaxilema, formagao de tecido de cicatriza¢do nas células do cortex e
alteragdes no formato da célula do floema (Fig. 5D); e em 7 mM de Fe-EDTA foi
evidente o colapso das células do cortex, retragdo do protoplasto, alteracdo do formato
das células da endoderme, do periciclo, do protoxilema e do metaxilema (Fig. SE; 5F).

Em S. parviflora na concentracdo 1 mM de Fe-EDTA foram observadas alteragdes
no formato celular do protoxilema e metaxilema e colapso celular no cortex (Fig. 6B);

em 2 mM de Fe-EDTA foi evidenciado colapso das células do cortex (Fig. 6C); em 4
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mM de Fe-EDTA ocorreram alteracoes no formato das células da endoderme, do
periciclo, do protoxilema, do metaxilema e das células corticais (Fig. 6D); no tratamento
7 mM de Fe-EDTA além de alteragcdes no formato celular do protoxilema, metaxilema

houve colapso das células do cortex (Fig. 6E; 6F).

3.3 Analise micromorfométrica

Em relagdo as medi¢des realizadas na folha, foi observado que na epiderme da face
adaxial e abaxial da folha, no mesofilo e bainha do feixe vascular houve diferenga
significativa entre as espécies. P. urvillei apresentou maiores valores de epiderme da
face adaxial, do mesofilo e bainha do feixe vascular em rela¢do a S. parviflora. Foi
observado redugdo significativa entre os tratamentos de Fe-EDTA nos valores de
epiderme da face abaxial e da bainha do feixe vascular nas duas espécies estudadas (Tab.

01).

3.4 Anélise histoquimica

Em P. urvillei, o ferro nao foi histolocalizado nas folhas do tratamento controle
(Fig. 7A). Nesse tratamento, observou-se, nas folhas de S. parviflora, reagio fraca para o
ferro (baixa intensidade de coloracdo azul) nas células da epiderme da face adaxial e
abaxial da folha, nos tricomas e estomatos (Fig. 7D). Na concentragdo 7 mM de Fe-
EDTA, com 24h apos reacdo, P. urvillei apresentam coloracdo positiva apenas nas
c¢lulas da bainha do feixe (Fig. 7B) e S. parviflora nas células do mesofilo, da bainha do
feixe e no estomato (Fig. 7E). Com 48h de exposicdo ao reagente, as duas espécies
apresentaram reacdo positiva nas células da epiderme das faces adaxial e abaxial das
folhas, nos estomatos, nos tricomas (apenas em S. parviflora), nas células buliformes, do
mesofilo, da bainha do feixe, xilema e floema (Fig. 7C; 7F). Nas folhas de S. parviflora
foi observado reagdo mais forte (alta intensidade de coloragdo azul) do que nas folhas de
P. urvillei.

As raizes do controle de P. urvillei apresentaram reacdo forte nas células da
epiderme e exoderme e reacao fraca para as células do cortex, periciclo, xilema e floema
(Fig. 8A). S. parviflora apresentaram raizes do controle com reagdo forte para as células
da epiderme e fraca para as células do cortex (Fig 8D). Na concentragdo 7 mM de Fe-

EDTA, as células da epiderme e cortex de P. urvillei apresentaram reacdo forte ¢ as
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células da endoderme, periciclo, xilema e floema apresentaram reacdo fraca (Fig. 8B;
8C). Nesse tratamento, S. parviflora apresentaram reagdo forte para as células da
epiderme, floema e xilema e reagdo fraca para as células do cortex, endoderme, periciclo

(Fig. 8E; 8F).

4. Discussao

Comparando-se as respostas de P. urvillei e S. parviflora quando expostas ao
excesso de ferro, observa-se diferencas entre as duas espécies sendo que P. urvillei
apresentou sintomas visuais e anatdmicos mais severos do que S. parviflora.

As alteragOes visuais estdo diretamente relacionadas ao aumento do teor de ferro no
orgdo. O principal sintoma visual foliar observado nas espécies estudadas,
bronzeamento, ¢ o sintoma tipico de toxidez ao excesso de ferro. Esse sintoma estd
associado a danos nos componentes celulares (Becker e Asch, 2005), e foi observado nas
duas espécies estudadas, com presenca também de danos celulares.

As mudangas na coloragdo observadas nas raizes de P. urvillei e S. parviflora
podem ter sido causadas pela formagdo da placa de ferro que precipita compostos na
superficie radicular. Siqueira-Silva et al. (2011) e Snowden & Wheeler (1995) relataram
o mesmo resultado, com sintomas como flacidez e escurecimento.

As alteragdes anatoOmicas observadas nas duas espécies, como desarranjo no
formato, tamanho e organizacdo das células buliformes, retracdo do protoplasmo e
alteracdes no formato celular podem ter sido resultado da peroxidag¢do de lipidios. O
excesso de ferro pode induzir essa peroxidacdo, alterando a estrutura e a permeabilidade
da membrana plasmatica (Sinha et al., 1997).

O dessarranjo nutricional causado pelo excesso de ferro, observado em P. urvillei
(resultados observado no capitulo 1), pode ter influenciado as alteragdes anatdmicas
desenvolvidas. Em P. urvillei, que exibiu danos anatomicos mais severos do que S.
parviflora, o excesso de ferro interferiu diminuindo, na parte aérea, o teor de nitrogénio,
potéssio e calcio (resultado observados no capitulo 1). A redugdo nos valores de potéssio
e nitrogénio pode ocasionar comprometimento da lignificacdo do xilema, principalmente
0 nitrogénio que influencia a produgdo de lignina em gramineas, pois faz parte de
aminoacidos percussores da sintese desse composto (Marschner, 1995). Assim, as

deformacdes no formato das células do xilema observadas nas folhas e raizes de P.
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urvillei e S. parviflora podem ter sido causadas por problemas na sintese de lignina
como consequéncia da desordem nutricional.

O célcio atua na composicao estrutural das paredes celulares e na regulacdo da
permeabilidade da membrana plasmatica (Marschner, 1995). A diminui¢ao no teor desse
elemento pode ter tido influéncia na alteragdo do formato celular e na retracdo do
protoplasto das espécies estudadas.

A presenca de aerénquima, observado nas duas espécies estudadas, propicia o
desenvolvimento de uma zona oxidativa nas raizes devido ao aumento do transporte do
oxigénio na regido radicular (Evans, 2003). Esse fato pode ter contribuido para a
oxidacdo de Fe’" para Fe’" e para a precipitacdo de oxi-hidroxidos de ferro na superficie
radicular (Chen et al., 1980). Ou seja, a presenga de aerénquima pode ter favorecido a
formacao da placa de ferro nas espécies estudadas. Andlises ao microscopio eletrdnico
de varredura deverao ser realizadas a fim de confirmar a presenca de placa de ferro nas
raizes de P. urvillei e S. parviflora.

As raizes possuem barreiras que funcionam como protecao contra os efeitos toxicos
causados por metais pesados, a endoderme ¢ uma delas (Lux et al., 2004). Foram
observados danos nas células do cilindro vascular das duas espécies estudadas. Assim,
pode-se sugerir que essas barreiras ndo foram efetivas contra a toxidez pelo ferro. A
formacao do tecido de cicatriza¢do observado em P. urvillei funciona como uma barreira
que previne o progresso do dano para os tecidos sadios. A presenga desse tecido de
cicatrizacdo ¢ uma resposta da planta a poluentes, e ja foi observado em algumas
espécies vegetais expostos a diferentes poluentes (Silva et al., 2005; Sant’ Anna-Santos
et al., 2006). No presente trabalho, este tecido também nao foi suficiente para barrar a
entrada do poluente provocando danos estruturais.

Nas folhas de S. parviflora foram observados sintomas visuais mais amenos em
todas as concentragdes de Fe-EDTA em relagdo a P. urvillei. As plantas possuem
mecanismos homeostaticos que lhe permitem manter ions metalicos essenciais em
compartimentos celulares minimizando os efeitos nocivos do excesso desses ions
(Clemens et al., 2002; Michalak, 2006). S. parviflora pode estar compartimentalizando o
excesso de ferro em regides da célula que ndo comprometam o funcionamento

fotossintético, evitando a producdo de espécies reativas de oxigénio, impedindo, dentre
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outros sintomas, o dano celular. Segundo Zobel (1996), o extravasamento de compostos
fenodlicos do vacuolo acontece devido ao rompimento das membranas celulares,
surgindo, desta forma, as necroses. As raizes de P. urvillei acumulam altas
concentragoes de ferro. Talvez, a compartimentalizagao desse metal nesse 6rgao nio seja
tao eficiente quanto em S. parviflora. Portanto, a producdo de antioxidantes pode estar
prevenindo a formagdo de radicais livres, atenuando a toxicidade do ferro nessas raizes.
Neste trabalho, ndo foram avaliadas as enzimas antioxidativas, sendo fundamental sua
avaliacdao em estudos futuros.

O ferro ¢ geralmente armazenado em ferritinas, dessa forma ele ndo reage com o
oxigénio (Connolly e Guerinot, 2002; Ravet et al., 2009). Na célula, mais de 90% desse
ferro armazenado em ferritinas ¢, normalmente, localizado nos cloroplastos (Hell e
Stephan, 2003). Em P. urvillei na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA o ferro foi
histolocalizado, depois de 24h, apenas nas células da bainha do feixe vascular. Em S.
parviflora, o ferro foi histolocalizado principalmente nas células da bainha e do
mesofilo. Em substratos ricos em metais essenciais, para manter a homeostase celular, as
plantas podem sequestrar o excesso desses metais nos vactiolos (Hall, 2002), na parede
celular (Memmon et al., 2001), nas células da epiderme, do mesofilo e nos tricomas
(Rascio e Navari-1zzo, 2011). O excesso de ferro pode ser precipitado nos vacuolos,
mitocondrias e espaco apoplasto (Hall, 2002). Nesse trabalho, ndo foi avaliado em qual
estrutura celular o ferro foi compartimentalizado, sendo essa informa¢ao fundamental
em estudos futuros para melhor entendimento do comportamento dessas espécies
quando expostas ao excesso de ferro.

Apesar de acumular elevados teores de ferro nos tecidos, P. urvillei e S. parviflora
ndo apresentaram sintomas visuais e anatomicos severos. As espécies estudadas
apresentaram sintomas anatdmicos e visuais semelhantes quando expostas ao excesso de
ferro. Porém P. urvillei mostrou danos mais intensos do que S. parviflora, acumulando,
na maior concentracdo de ferro em solugdo hidroponica, maior teor de ferro na parte

aérea.
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Paspalum urvillel

@

Figura 1. Folhas e parte aérea de Paspalum urvillei (A-G) e Setaria parviflora (H-N),
submetidas a 1 mM (B; I), 2 mM (C; J), 4 mM (D; K), 7 mM (E; G; L; N) de Fe-
EDTA.Controle com 0,019 mM de Fe-EDTA (A; F; H; M). Barras: 20 mm (A-E; H-L); 100
mm (F; G; M; N).
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Paspalum urvillei

parviflora

Setaria

Figura 2. Sistema radicular de Paspalum urvillei (A-E) e Setaria parviflora (F-J), submetidas
almMAeF),2mM BeG),4mM (CeH)e7mM (E eJ) de Fe-EDTA. Controle com
0,019 mM de Fe-EDTA (D e I). Barras: (A-E; G-J), 20 mm. (I) 100 mm.
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Figura 3. Alteragdes estruturais da folha de Paspalum urvillei submetidas a diferentes
concentragoes de ferro. (A e B) controle com 0,019 mM de Fe-EDTA. (C), sob ImM de
Fe-EDTA . (D ¢ E), sob 2mM de Fe-EDTA. (F), sob 4mM de Fe-EDTA. (G e H), sob
7mM de Fe-EDTA. Legenda: (Ead) epiderme da face adaxial; (Eab) epiderme da face
abaxial; (Fv) feixe vascular; (Me) mesofilo; (Cb) célula buliforme; (Fi) fibra; (Es)
estomato; (Bf) bainha do feixe; (*) retracdo do protoplasto; (Seta) alteragdo no formato
celular; (Triangulo) hiperplasia; (Quadrado) alteracao no formato celular do elemento de
vaso. Barras: (A) 300um, (B-D; G-H) 100 um, (E e F) 50 um.
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Figura 4. Alteragdes estruturais da folha de Setaria parviflora submetidas a diferentes
concentragdes de ferro. (A e B) controle com 0,019 mM de Fe-EDTA. (C), sob ImM de
Fe-EDTA. (D), sob 2mM de Fe-EDTA. (E), sob 4mM de Fe-EDTA. (F) sob 7mM de Fe-
EDTA. Legenda: (Ead) epiderme da face adaxial; (Eab) epiderme da face abaxial; (Fv)
feixe vascular; (Me) mesofilo; (Cb) célula buliforme; (Fi) fibra; (Es) estdomato; (Bf) bainha
do feixe; (Seta) alteracdoes na morfologia das células, (Quadrado) alteracdo no formato
celular do elemento de vaso. Barras: (A) 300um, (B) 100um, (C) 50um (D) 100um, (E)
S50pm.
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Figura 5. Raizes de Paspalum urvillei .(A), controle com 0,019 mM de Fe-EDTA. (B), sob
ImM de Fe-EDTA. (C), sob 2mM de Fe-EDTA. (D), sob 4mM de Fe-EDTA. (E e F),
sob 7mM de Fe-EDTA. Legenda: (Ep) epiderme; (Cx) cilindro vascular; (Ae) aerénquima;
(X1) xilema; (Px) protoxilema; (FI) floema. (*) retracdo do protoplasto; (Seta) alteragdao no
formato celular; (Tridngulo) colapso celular; (Quadrado) tecido de cicatrizagdo. Barras: (A
e D) 200um, (B e C; E e F) 100pum.
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Figura 6. Raizes de Setaria parviflora.(A), controle com 0,019 mM de Fe-EDTA. (B), sob
ImM de Fe-EDTA. (C), sob 2mM de Fe-EDTA. (D), sob 4mM de Fe-EDTA. (E ¢ F),
sob 7mM de Fe-EDTA. Legenda: (Ep) epiderme; (Cx) cilindro vascular; (Ae) aerénquima;
(Xi) xilema; (Px) protoxilema; (FI) floema. (Seta) alteracdo no formato celular; (Tridngulo)
colapso celular; (Quadrado) alteracdo no formato celular do elemento de vaso. Barras: (A-
F) 100um.
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Paspalum urvillei Setaria parviflora

Figura 7. Folhas de Paspalum urvillei (A-C)-e Setaria parviflora (D-F), sob 7 mM com
24h (B; E) e 48h (C; F) de Fe-EDTA. Controle com 0,019 mM de Fe-EDTA (A; D).
Legenda: (Ead) epiderme da face adaxial; (Eab) epiderme da face abaxial; (Fv) feixe
vascular; (Me) mesofilo; (Cb) célula buliforme. Barras: 100pum.
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Paspalum urvillei Setaria parviflora

Figura 8. Raizes de Paspalum urvillei (A-C) e Setaria parviflora (D-F), sob 7 mM com
48h (B; C; E; F) de Fe-EDTA. Controle com 0,019 mM de Fe-EDTA (A e D).
Legenda: (Ep) epiderme; (Cx) cortex; (Cx) cilindro vascular. Barras: 100um.
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Tabela 1: Analise micromorfométrica (um) das folhas de Setaria parviflora e
Paspalum urvillei nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA.

Espécie Fe-EDTA Epiderm_e face Epiderm_e face Mesofilo Bainha do feixe
(mM) adaxial abaxial vascular
0,019 91,20 61,15 121,05 23,30
1 88,52 53,47 114,60 22,28
Setaria parviflora 2 86,71 48,08 111,84 20,82
4 85,63 45,86 111,06 20,18
7 90,53 47,19 106,57 19,99
0,019 139,44 39,96 179,97 32,93
1 120,77 38,63 166,14 29,70
Paspalum urvillei 2 128,78 35,85 178,98 29,34
4 134,39 38,28 181,80 29,71
7 123,07 37,62 177,76 30,83
Fe-EDTA (Fe) n.s. * n.s. *
Espécie (Esp) * * * *
Fe X Esp n.s. n.s. n.s. ns.
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s.

Meédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. (n.s. = ndo significativo).
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CAPITULO 3

Alteracdes fisioldgicas causadas pelo excesso de ferro em duas espécies de

gramineas

RESUMO — A capacidade de uma espécie tolerar um ambiente estressante depende
de suas respostas fisioldgicas as variacdes desse ambiente. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi avaliar as alteracdes em variaveis fisiologicas causadas pelo excesso de
ferro nas espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e Paspalum urvillei Steudel
(Poaceae). Mudas de S. parviflora e P. urvillei foram cultivadas em solugdo nutritiva de
Hoagland, a meia forca id6nica em pH 5,0, com constante aeracdo. As plantas foram
submetidas, gradativamente, as diferentes concentracdes de Fe*' na solucao nutritiva, na
forma Fe-EDTA (0,009; 1; 2; 4 e 7 mM). As plantas permaneceram expostas ao
tratamento por 20 dias. Foi determinado o teor de pigmentos, as trocas gasosas, a
fluorescéncia da clorofila a e a permeabilidade de membrana. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey, a 5%.
Houve aumento significativo de clorofila a e carotendide nas concentragdes
intermediarias de ferro nas espécies estudadas. S. parviflora apresentou menor valor de
concentragdo interna e externa de CO, (Ci/C,) na concentracao 2 mM de Fe-EDTA em
relagdo a P. urvillei. P. urvillei apresentou aumento significativo na taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR) e no rendimento quantico efetivo do PSII (¢n) nas
concentragdes 2 mM e 4 mM de Fe-EDTA. As espécies estudadas mostraram perfis
diferentes quando submetidas ao excesso de ferro. P. urvillei apresentou diminuigao dos
valores de A, Fo, F,/F, e aumento no extravasamento de eletrolitos mais acentuada do
que S. parviflora na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA. S. parviflora apresentou
alteracdes nos valores de assimilag@o liquida de carbono primeiro do que P. urvillei e
apresentou, também, maiores valores de dissipacdo de energética do tipo ndo-
fotoquimica (NPQ). Portanto, entre as espécies estudadas, S. parviflora mostrou-se ser
mais sensivel do que P. urvillei quando submetidas ao estresse causado pelo excesso de
ferro.

Palavras-chave: Setaria parviflora, Paspalum urvillei, polui¢ao, teor de pigmentos,

trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e permeabilidade de membrana
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1. Introdugao
O ferro ¢ considerado um elemento essencial em diversas fungdes fisiologicas (Jeong

e Guerinot, 2009; Hiansch e Mendel, 2009), devido, principalmente, a propriedade redox
que permite sua participacdo no transporte de elétrons em diversos complexos (Becana
et al., 1998; Ravet et al., 2009; Nozoye et al., 2011).

Segundo Conte ¢ Walker (2011), dos micronutrientes usados por organismos vivos,
o ferro ¢ um dos mais importantes e problematicos. Quando em excesso, ele pode causar
estresse oxidativo através da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
provocando oxidagdo de proteinas, das membranas lipidicas, danos ao DNA e,
consequentemente, aos tecidos vegetais (Connolly e Guerinot, 2002; Schiitzendiibel e
Polle, 2002).

O aumento de usinas mineradoras no Brasil causa uma crescente emissdo de
poluentes como o ferro particulado que pode afetar a vegetagdo ao redor (Silva et al.,
2006; Silva e Azevedo, 2007; Kuki et al., 2009). Muitas usinas apresentam lagoas de
decantacdo cuja funcdo primaria ¢ receber agua de rejeito do sistema de pelotizacao,
inclusive do mineroduto. Assim sendo, existe grande aporte de solidos ndo soluveis,
dentre eles, grande quantidade de particulas de ferro que sdo depositadas nessas lagoas.
Em Ubu, ES existe uma usina onde a lagoa de decantagdo ¢ povoada por varias plantas
herbaceas, dentre elas gramineas das espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen e
Paspalum urvillei Steudel. Estas gramineas apresentam metabolismo C4 e sdo
amplamente distribuidas no Brasil (Scheffer-Basso et al., 2002; Mollard e Insausti,
2011).

S. parviflora ¢ P. urvillei sdo espécies que toleram elevados niveis de ferro,
acumulando e translocando grande quantidade desse ferro em seus tecidos (resultado
apresentado no capitulo 1). A selecdo de espécies de plantas que sejam tolerantes a
metais pesados, ou que acumulem grande quantidade deles, pode, certamente, facilitar a
recuperagao de areas contaminadas (Chehregani et al., 2009).

E importante conhecer as alteragdes fisiologicas para avaliar minuciosamente a
tolerancia de uma espécie ao estresse causado pelo poluente. Excesso de ferro tem efeito
negativo no metabolismo vegetal (Schiitzendiibel e Polle, 2002). Esse resultado foi

observado por Neves et al. (2009) estudando o efeito do excesso de ferro combinado
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com chuva acida na espécie de restinga Eugenia uniflora L. (Myrtaceae). Esses autores
constataram que altos niveis de ferro nas folhas causaram lesdes as membranas
celulares, indicando estresse oxidativo, o que teria desencadeado diminui¢do nos teores
de clorofila a e nas trocas gasosas. Sob severa toxidez por ferro ocorre danos aos
complexos fotossintéticos, redugao da eficiéncia quantica do PSII e da taxa de transporte
de elétrons, aumentando os valores da dissipacdo ndo-fotoquimica do excesso de energia
(Suh et al., 2002; Pereira et al., 2009; Castro, 2010). Além disso, o excesso de ferro pode
causar a desestruturacdo de pigmentos dos complexos fotossintéticos limitando, dessa
forma, a capacidade de fixagdo de carbono nos cloroplastos o que potencializa as
alteragdes na taxa de assimilacdo liquida de CO; (Terry, 1980; Mishra e Dubey, 2005).
Miiller (2011) em experimento realizado em casa de vegetacdo, com cultivares de Oryza
sativa L. encontrou resultados semelhantes aos citados acima. Foi demonstrado que 7
mM de sulfato ferroso com EDTA em sistema hidropdnico durante aproximadamente 30
dias causou reducao de 77% na taxa de assimilacao liquida de carbono e aumento de
188% na estimativa dos centros de reagdes abertos no FSII no cultivar BRS Atalanta
quando comparadas as plantas do tratamento controle. A autora concluiu que a reducdo
na taxa fotossintética ocorreu devido a ineficiéncia na compartimentalizacdo do excesso
de ferro. Este fator provocou aumento da dissipacdo na forma de calor, devido a
disparidade na transferéncia de energia dos pigmentos dos complexos coletor de luz para
o centro de reagao.

As espécies S. parviflora e P. urvillei acumulam altos niveis de ferro na parte aérea ¢
nas raizes utilizando estratégias que mantém seu crescimento estavel (resultado do
capitulo 1). A capacidade de uma espécie tolerar um ambiente estressante depende de
suas respostas fisioldgicas as variagdes desse ambiente. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi avaliar as alteracdes nas varidveis fisiologicas causadas pelo excesso de
ferro nas espécies Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen ¢ Paspalum urvillei Steudel

(Poaceac).

2. Material e Métodos

2.1 Condicdes de cultivo e aplicacdo dos tratamentos
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal de

Vicosa, MG, Brasil (649 m altura, 20°45°20” S e 42°52°40” N). Individuos das espécies
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Setaria parviflora (Poir.) Kerguélen ¢ Paspalum urvillei Steudel (Poaceae) foram
coletados na margem da lagoa de decantagdo de uma usina de pelotizacdo de minério de
ferro localizado em Ubu (ES). A identidade das espécies foi confirmada pela especialista
Hilda Maria Longhi Wagner (Universidade Federal do Rio Grande do Sul).

Inicialmente, as mudas foram cultivadas em vasos plasticos de oito litros contendo
terra como substrato por, aproximadamente, 90 dias. Posteriormente, touceiras de cada
espécie foram padronizadas visualmente e transferidas para caixas de isopor de 5 litros,
separando-se uma touceira por caixa. As touceiras foram mantidas em solugdo nutritiva
de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950), a meia forca idnica em pH 5,0, com constante
aeracdo. A solugdo hidropdnica era constituida de 0,5mM NH4H,PO4, 3mM KNO;3,
2mM Ca(NOs),.4H,0, 1mM MgS04.7H,0, 23,13uM H3BOs, 4,57uM MnCl,.4H,0,
0,382uM ZnS04.7H,0, 0,16uM CuS0O4.5H,0, 0,0695uM MoO; e 9uM Fe-EDTA. Essa
solugdo foi renovada semanalmente, sendo seu volume completado com agua deionizada
sempre que necessario € o pH, ajustado para 5,0 a cada 2 dias usando NaOH ou HCI.
Nesse periodo de aclimatagdo, as plantas foram cortadas na altura do colmo duas vezes
para padronizacao antes da aplicagdo dos tratamentos.

As plantas foram submetidas, gradativamente, as diferentes concentragdes de Fe’ na
solucdo nutritiva, na forma Fe-EDTA (0,009; 1; 2; 4 ¢ 7 mM). A solugado foi trocada a
cada 12 horas, com o incremento de 0,25mM de Fe-EDTA até chegar em 1 mM de Fe-
EDTA. Apés isso, o incremento foi de 2, 4 ¢ 7 mM de Fe-EDTA até obtencdo das
concentragoes finais de ferro.

ApoOs o estabelecimento das concentracdes finais, a solu¢dao nutritiva era trocada a
cada 3 dias, e o pH, ajustado diariamente para 5,0 usando NaOH ou HCIl. Apoés a
aclimatacdo, as plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 20 dias.

Ao final do experimento, foram avaliados os teores de clorofila a, b e carotenoides,

as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a e a permeabilidade de membranas.

2.2 Teores de clorofila a, b e carotentides
Os teores de clorofila a, clorofila b e carotenodides foram determinados com a

utilizagdo de dimetilsulfoxido (DMSO) como extrator (Wellburn, 1994). Seis discos de
folhas completamente expandidas, a partir do 2° nd, de 5 mm de didmetro de cada

repeticdo foram colocados em recipientes contendo 4ml de DMSO saturado com
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carbonato de calcio. Ap6s 24 horas em banho-maria a 65°C os valores de absorbancias
do extrato (Ags32 € Asass para clorofilas a e b, respectivamente e A479 para carotendides)
foram lidas em espectrofotdometro Genesys 2 PC (Thermo Spectronic, Rochester, USA).

. . 2
Os teores dos pigmentos determinados foram expressos em pg.cm™.

2.3 Determinacéo das trocas gasosas
Foram determinadas as trocas gasosas utilizando-se um medidor portatil LI-6400

(IRGA, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA) equipado com fonte de
azul/vermelho modelo LI-6400-02B (LI-COR). As leituras de trocas gasosas foram
feitas em uma folha completamente expandida de cada repeticdo em todos os
tratamentos. Foram avaliadas as seguintes variaveis: taxas de assimilacao fotossintética
liquida de CO; (A, pmolCO; m'2s'1), a condutincia estomatica (gs, molH,O m'zs'l), a
taxa transpiratoria (E, mmol m™s") e a razdo entre concentragio interna e externa de
CO; (Ci/Ca, pmolCO, m™). As medi¢des foram realizadas entre 8:00 e 12:00 a.m, com

intensidade luminosa de 1500 pmol m™s™.

2.4 Fluorescéncia da Clorofila a
Foram realizadas medi¢des das variaveis de fluorescéncia da clorofila a com o

auxilio do IRGA (LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA) com
fluorometro acoplado, na mesma érea foliar em que foram realizadas as medicdes das
trocas gasosas.

As folhas foram adaptadas ao escuro na noite anterior a leitura, para que os centros
de reacdo estivessem completamente abertos (aceptores primarios oxidados). Foi aferida
a fluorescéncia inicial (Fy) e a fluorescéncia méxima (F,). A partir desses valores, foi
calculado a eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (F,/Fy,, onde F, = F,, — Fy).

Apbs a aplicacdo de uma iluminagdo actinica de 0,8 segundos e um pulso de luz
actinica saturante foi avaliada a fluorescéncia na amostra adaptada a luz antes do pulso
de saturacao (F) e fluorescéncia maxima na amostra adaptada a luz (Fy,,’). A partir desses
resultados foi possivel calcular a florescéncia minima da folha na regido iluminada,
segundo a formula: Fy’ = Fo/[((Fn-Fo/Fm)+(Fo/Fn’)] (Oxborough e Baker, 1997). O
rendimento quantico efetivo do PSII na folha iluminada foi determinada segundo Genty

et al. (1989) usando a formula: ¢ = AF/Fy,’ = (Fn’-F/Fy’).
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Foi calculado, também, o coeficiente de extingdo fotoquimico pela formula qp =
(Fw’-F)/( Fn’-Fo)(F¢’/F) (Kramer et al., 2004). A taxa aparente de transporte de elétrons
foi calculada segundo Bilger et al (1995), ETR = ¢;1.PAR.0,84.0,5, onde ¢y = (Fp'-
F)E.’; PAR ¢ o fluxo de fotons (umol m™? s™) incidente sobre a folha; 0,5 é o valor
correspondente a fracdo de energia de excitagdo distribuia para o FSII; 0,84 corresponde
a fracdo de luz incidente que € absorvida pelas folhas. O quenching nao fotoquimico foi

calculado segundo a formula, NPQ = F,- F,,’/ F;,,” (Bilger e Bjorkman, 1990).

2.5 Permeabilidade de membrana

Para avaliar a permeabilidade das membranas celulares (extravasamento de
eletrolitos) foi seguida a metodologia de McCann e Solomon (2000). De acordo com o
peso fresco dos discos foliares das espécies estudadas, foi estabelecido 15 discos foliares
de 5 mm de didmetro de folhas totalmente expandidas de S. parviflora e 10 discos
foliares para P. urvillei. Os discos foram lavados trés vezes com agua deionizada, em
placa de Petri contendo 15 mL de dgua destilada. Foi medida a condutividade elétrica
inicial da agua (Ci). As placas foram levadas a estufa (90°C) e apds 6 horas, foi medida a
condutividade elétrica final da dgua (Cf). Os valores de extravasamento de eletrolito (%)

foram calculados segundo a férmula: Ci/Cf x 100 (McCann e Solomon, 2000).

2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, com quatro repeticdes
por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram

realizadas com o uso do programa estatistico SAEG 9.0 UFV (Euclydes, 2004).

3. Resultados

3.1 Teor de clorofila a, b e carotenoides
A resposta das duas espécies foi semelhante em relagdo aos teores de clorofila a e

carotenodides (Tab. 1). Apesar das duas espécies apresentarem no tratamento controle
valores de concentracdo de ferro foliar similares, no tratamento 7 mM de Fe-EDTA

ocorreu uma disparidade nas respectivas concentragdes. Entre as espécies, P. urvillei
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acumulou maior teor de ferro na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA, entretanto,
apresentou menor variagdo de clorofila a e carotenoides em relagdo ao controle.

Houve aumento significativo de clorofila a e carotendides nas concentragdes
intermediarias de ferro (1, 2, 4 mM de Fe-EDTA) em comparagdo ao tratamento
controle. Em S. parviflora, na concentracdo 7 mM de Fe-EDTA, foi verificada menor
média de clorofila a e carotenoides, entretanto, ndo diferiu do tratamento controle,
apenas dos tratamentos intermediarios. S. parviflora presentou maiores teores de
clorofila a e carotendides em relagdo a P. urvillei. Nao foi observada diferenga

estatistica nos valores de clorofila b nas duas espécies.

3.2 Avaliacao das trocas gasosas
Foi observada diferenca significativa para a taxa fotossintética (A) apenas em

resposta aos tratamentos de Fe-EDTA (Tab. 2). S. parviflora apresentou os maiores
valores de taxa fotossintética, com exce¢do da concentragdo 4 mM de Fe-EDTA no qual
essa espécie mostrou um declinio em relagdo a P. urvillei (Fig.1A). S. parviflora
apresentou reducdo de A em concentragdes maiores do que 2 mM de Fe-EDTA e a
reduc@o em P. urvillei ocorreu na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA.

Para as duas espécies, em relagdo a condutancia estomatica (gs), ndo foi observado
diferenca estatistica entre o tratamento de Fe-EDTA, as espécies e entre a interacdo do
tratamento com as espécies (Fig.1B).

S. parviflora apresentou maiores valores de taxa de transpiragdo (E) em relacdo a P.
urvillei (Fig.1C), sendo observada diferencga estatistica apenas entre as espécies (Tab. 2).

O poluente afetou a razdo entre a concentragao interna e externa de CO, (C;/C,) nas
duas espécies (Tab. 2). Houve menor razdo C;/C, em P. urvillei no tratamento 2 mM de

Fe-EDTA (Fig.1D).

3.3 Fluorescéncia da Clorofila a

P. urvillei apresentou maiores valores de fluorescéncia minima (Fy), em todos os
tratamentos, em relagdo a S. parviflora. Nas duas espécies, em relagdo ao tratamento de
Fe-EDTA, foi observado reducdo significativa nos valores de (Fy) e do coeficiente de
extingdo fotoquimico (qr) nas concentragdbes 7 mM e ImM de Fe-EDTA,

respectivamente (Fig.2A; F) (Tab.03).
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P. urvillei apresentou maior eficiéncia quantica maxima do PSII (F,/F,,) em relagao
a S. parviflora. Foi observada redugio significativa nos valores de F,/F,, em P. urvillei
exposto a concentragdo 7 mM de Fe-EDTA.

S. parviflora nio apresentou alteragdes em resposta ao excesso de ferro para todas
as variaveis avaliadas, com excecao da eficiéncia quantica maxima do FSII onde houve
reducdo significativa quando exposta a concentracdo de 7 mM de Fe-EDTA (Fig. 2B).

P. urvillei apresentou aumento significativo na taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) e no rendimento quantico efetivo do PSII (¢r1) nas concentragdes 2 mM e
4 mM de Fe-EDTA (Fig. 2C; D).

Em relagdo a P. urvillei, S. parviflora apresentou maiores valores do quenching
nao-fotoquimico (NPQ) e fotoquimico (qr) com excegdo da concentracdo 1 mM e 4 mM
de Fe-EDTA, respectivamente (Fig 2E - 2F). O NPQ diferiu significativamente apenas

em relacdo as espécies (Tab. 3).

3.4 Permeabilidade de membrana

P. urvillei apresentou valores de extravasamento de eletrolitos estatisticamente
superiores ao encontrado por S. parviflora na concentragdo 4 ¢ 7 mM de Fe-EDTA. Para
a espécie P. urvillei, ocorreu aumento significativo de extravasamento de eletrélitos
apenas na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA (Fig. 3). Esse aumento correspondeu a
aproximadamente 40% do valor observado no tratamento controle.

S. parviflora apresentou reducdo de extravasamento de eletrolito na concentragio 4
mM em relagdo a 7 mM de Fe-EDTA, mas nao diferem do controle, 1 mM ¢ 3 mM de

Fe-EDTA (Fig. 3).

4. Discussao

Nas concentragdes intermediarias, o teor de ferro na parte aérea foi alto, porém, nao
considerado acima do nivel critico para toxidade de ferro (500 mg Fe/Kg) (Marschner,
1995). Como mais de 90% do teor de ferro nas folhas se localizam nos cloroplastos
(Terry e Abadia, 1986), o excesso desse elemento ndo téxico a planta pode ter
contribuido para o aumento do conteudo de clorofila a. Além disso, nas concentragdes
intermediarias de P. urvillei também foi observado aumento de ETR ¢ do ¢;;. Aumento

do teor de clorofila também foi observado por outros autores, como Kampfenkel et al.
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(1995) que estudaram os efeitos do excesso de ferro em plantas de Nicotiana
plumbaginifolia e Pereira (2006) que, estudando os efeitos causados pela deposi¢do de
ferro particulado em Clusia hilariana, observou aumento do contetido de pigmentos nas
folhas jovens dessa espécie. Nas folhas completamente expandidas, entretanto, o autor
encontrou decréscimo nos valores desses pigmentos.

Trabalhos que relataram o teor de pigmentos em plantas expostas ao excesso de
ferro mostram resultados variados na literatura. Alguns trabalhos ndo relatam mudancas
nos valores de clorofila nas espécies estudadas. E o caso do trabalho de Sinha et al.
(1997) que estudaram o estresse oxidativo induzido pelo ferro em Hydrilla verticillata
(L.f)) Royle e de Oliveira et al. (2007) que analisaram o efeito do material particulado de
ferro no teor de pigmentos de Schinus terebinthifolius Raddi localizadas proxima a uma
usina mineradora ¢ a uma unidade de conservagdo. Outros trabalhos relataram
diminui¢do nos valores de clorofila em plantas expostas ao excesso de ferro. Essa
diminuigdo, em alguns casos, foi atribuida a formacao de radicais livres nos cloroplastos
causando a degradagdo desses pigmentos (Fan e Wang, 2000; Monni et al., 2001). Na
concentragdo 7 mM de Fe-EDTA ocorreu redugdo no teor de clorofila a, em relacdo as
concentragdes intermediarias, ¢ danos resultantes do estresse oxidativo, evidenciado
pelos elevados valores de extravasamento de eletrolitos em P. urvillei. Este fato mostra
que, nessa espécie, o estresse oxidativo provocado pelo excesso de ferro foi responséavel
pela perda no teor desses pigmentos.

Apesar de ndo ocorrer diferenca estatistica nos valores de condutancia estomatica
(gs) em relagcdo ao excesso de ferro nas duas espécies estudadas, foi observado queda na
taxa fotossintética (A) na concentragdo 4 mM ¢ 7 mM de Fe-EDTA para S. parviflora e
P. urvillei, respectivamente. Neste caso, essa reducdo na taxa fotossintética pode indicar
limitagdes bioquimicas ou fotoquimicas.

Em relacdo a limitagdo bioquimica, para as espécies estudadas, ocorreu aumento na
razao da concentracdo interna ¢ externa de CO, (C;/C,) nas mesmas concentragdes em
que ocorreu queda na taxa fotossintética. Isto indica limitacdes na fixacdo de CO, pelas
plantas, que podem ser melhor explicadas por andlises enzimaticas, por exemplo a
atividade da Rubisco. Neste trabalho, ndo foram avaliadas as atividades de enzimas,

sendo fundamental sua avaliagdo em estudos futuros. Cultivares de Orysa sativa L.
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cultivados em hidroponia com 7 mM de sulfato ferroso com EDTA também mostraram
limitagcdes bioquimica evidenciadas pela reducdo na fotossintese e aumento das
concentragdes internas de CO, (Miiller, 2011). Nesse estudo, essa limitagdo bioquimica
pode ser comprovada pela redugdo na taxa maxima de carboxilagdo da enzima Rubisco,
que reduz devido a degradagao da subunidade maior da Rubisco por espécies reativas de
oxigénio (Desimone et al., 1996). Foi observada limitagdo fotoquimica, comprovada
pela reduc¢do significativa nos valores de Fy e F,/F,, na concentracdo 7 mM de Fe-EDTA
nas duas espécies estudadas.

A diminuicao da fluorescéncia minima (Fy) na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA foi
observada nas duas espécies. Porém foi mais acentuada em P. urvillei, indicando que
essa espécie € mais sensivel a alteragdes causadas pelo ferro na transferéncia de energia
dos pigmentos do complexo antena ao centro de reacdo. Os valores de Fy representam a
emissdo de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas antes da energia ser dissipada
para o centro de reacao do PSII (Krause e Weis, 1991).

Em P. urvillei a eficiéncia quantica maxima do PSII (F,/F,) no tratamento 7 mM de
Fe-EDTA foi de 0,72, indicando a magnitude do estresse. Segundo Bolhar-Nordenkampf
et al. (1989), quando uma planta ndo esta submetida ao estresse, a razdo F,/F,, deve ser
entre 0,75 ¢ 0,85. O valor de F,/Fy, é proporcional ao rendimento quantico da fase
fotoquimica da fotossintese. O declinio dessa razdo ¢ um bom indicador de dano
fotoinibitério sugerindo comprometimento da utilizagdo da energia luminosa sobre o
metabolismo do carbono em plantas expostas a estresse (Ogren e Oquist, 1985;
Bjorkman e Demming, 1987). Esse dano fotoinibitério pode ter sido causado pela
oxidacao de proteinas do complexo fotossintético causado pelo excesso de ferro.

P. urvillei acumulou mais ferro na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA, apresentou
reducdo significativa nos valores de Fy e F,/F, ¢ aumento significativo de
extravasamento de eletrolitos. Esses dados confirmam que o estresse causado pelo
excesso de ferro pode estar relacionado a um possivel estresse oxidativo nessa espécie,
através da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que resulta em véarios
disturbios fisiologicos, como peroxidacdo da membrana fosfolipidica, ¢ danos aos

tecidos vegetais (Becana et al., 1998; Tsai e Huang, 2006). Neste trabalho, ndo foram
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avaliadas as enzimas antioxidativas, sendo fundamental sua avaliagdo em estudos
futuros.

Em S. parviflora, os menores valores de NPQ observados, em relagdo a P. urvillei,
indicam que esta ultima apresenta maior eficiéncia na dissipagdo de energia do tipo ndo-
fotoquimica, provavelmente influenciada pela presenca de zeaxantina, cuja acdo
fotoprotetora ocorre nos complexos coletores de luz do PSII (Horton et al., 1996;
Demmig-Adams e Adams, 2000). Isso indica a provavel regulacdo fotoprotetora
possibilitada pela capacidade de dissipacdo da energia absorvida em excesso pelo
aumento do gradiente de prétons entre o limen e o estroma do cloroplasto ou pela agao
da zeaxantina (Maxwell & Johnson, 2000).

P. urvillei apresentou aumento significativo na taxa de transporte elétrons e no
rendimento quantico efetivo do PSII nas concentragdes intermediarias de Fe-EDTA (2 e
4 mM de Fe-EDTA). Esse aumento pode ter sido provocado pelo incremento nas
moléculas de clorofila a que também ocorreu nas concentragdes intermediarias dos
tratamentos de ferro.

As espécies estudadas mostraram perfis diferentes quando submetidas ao excesso de
ferro. P. urvillei apresentou diminui¢do dos valores de A, Fy, F\/F; ¢ aumento no
extravasamento de eletrolitos mais acentuada do que S. parviflora na concentra¢do 7
mM de Fe-EDTA. S. parviflora apresentou altera¢des nos valores de assimilagdo liquida
de carbono primeiro do que P. urvillei e apresentou, também, maiores valores de
dissipacdo de energética do tipo nao-fotoquimica (NPQ). Portanto, entre as espécies
estudadas, S. parviflora mostrou-se ser mais sensivel do que P. urvillei quando

submetidas ao estresse causado pelo excesso de ferro.
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Tabela 1: Teor de clorofila a, b e carotendides nas espécies Setaria parviflora ¢
Paspalum urvillei nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA.

Fe-EDTA Fe parte Pigmentos Fotossintéticos (ug.cm™)
Espécie (mM) acrea
(mg/Kg) Clor a Clorb Car
0,019 76,507 17,62 1,60 0,07
Setaria 1 283,00: 19,45 2,87 0,08
) 2 382,50 19,58 2,07 0,08
parviflora 4 443,50 18.98 2.63 0.08
7 620,75 15,52 2,16 0,06
0,019 71,25% 10,42 0,83 0,04
Paspalum 1 212,7st° 19,23 3,78 0,08
urvillei 2 257,005 18,02 4,34 0,07
4 371,505 17,82 3,48 0,07
7 960,254 11,11 1,60 0,04
Analise de variancia

Fe-EDTA (Fe) * * n.s. *

Espécie (Esp) n.s. * n.s. *
Fe X Esp * n.s. n.s. n.s.

Bloco n.s. * n.s. *

Meédias com teste de Tukey a 5% de probabilidade. (n.s. = ndo significativo).
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Figura 1: Taxa de assimilacao liquida de CO, — A (A), condutancia estomatica - gs (B),
transpiracao — E (C) e razao entre a concentracao interna e externa de CO, — C;/C, (D)
em folhas de Setaria parviflora (circulo aberto) ¢ Paspalum urvillei (circulo fechado)
nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA. Barras verticais indicam o desvio padrdo das
médias dos tratamentos. Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam espécies e letras
mindsculas comparam tratamento Fe-EDTA.
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Tabela 2: Andlise de varidncia dos dados representados na figura 1. Efeitos dos
diferentes tratamentos de Fe-EDTA nas variaveis de trocas gasosas das espécies Setaria
parviflora e Paspalum urvillei.

A Os E Ci/C,
Fe-EDTA (Fe) * n.s. n.s. *
Espécie (Esp) n.s. n.s. * n.s.
Fe X Esp n.s. n.s. n.s. *
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s.

Nivel de significancia: 5% de probabilidade. n.s. = ndo significativo.
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Figura 2: Fluorescéncia minima — Fy (A), eficiéncia quantica méaxima do fotossistema
I - F,/F, (B), taxa aparente de transporte de elétrons no PSII — ETR (C), rendimento
quantico efetivo do PSII - ¢;; (D), quenching nao-fotoquimico — NPQ (E), quenching
fotoquimico — qi. (F) em folhas de Setaria parviflora (circulo aberto) e Paspalum
urvillei (circulo fechado) nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA. Barras verticais
indicam o desvio padrdo das médias dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
maiusculas comparam espécies e letras mintisculas comparam os tratamentos Fe- |
EDTA.



Tabela 3: Andlise de variancia dos dados representados na figura 2. Efeitos dos
diferentes tratamentos de Fe-EDTA nas variaveis de fluorescéncia da clorofila a das
espécies Setaria parviflora e Paspalum urvillei.

Fe-EDTA . . . . N .
(Fe)
Espécie N N s, s N N
(Esp)
Fe X Esp n.s. * * * n.s. n.s.
Bloco n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s.

Nivel de significancia: 5% de probabilidade. n.s. = ndo significativo.
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Figura 3: Extravasamento de eletrolitos em discos foliares de Setaria parviflora (circulo
aberto) e Paspalum urvillei (circulo fechado) nos diferentes tratamentos de Fe-EDTA.
Barras verticais indicam o desvio padrao das médias dos tratamentos. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Letras maitsculas comparam espécies e letras mintisculas comparam os tratamentos Fe-
EDTA.
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4. CONCLUSOES GERAIS

P. urvillei acumulou maior teor de ferro na parte aérea em relagdo a S. parviflora.

Nas espécies estudadas foram observados sintomas visuais tipicos de toxidez pelo
excesso de ferro. P. urvillei ¢ S. parviflora apresentaram sintomas visuais e anatomicos
menos severos em relacdo ao teor de ferro acumulado na matéria seca. As principais
alteracdes anatdmicas encontradas foram: nas folhas, alteracdes bruscas no formato das
células da epiderme, do mesofilo e da bainha do feixe, retragdo do protoplasto e
alteracdo no formato das células do metaxilema; nas raizes, retracdo do protoplasto,
formacao de tecido de cicatrizagdo e colapso das células do cortex, alteragdo no formato
das células da endoderme, do protoxilema, do metaxilema, do floema e colapso das
células do cilindro vascular.

Os sintomas visuais e anatdmicos encontrados nas espécies vegetais estudadas
expostas ao excesso de ferro foram semelhantes. Entretanto, P. urvillei mostrou danos
mais intensos do que S. parviflora.

P. urvillei apresentou menores valores de A, F,, da razdo F,/F;, ¢ maior
extravasamento de eletrélitos na concentragdo 7 mM de Fe-EDTA em comparacao com
S. parviflora. Além disso, S. parviflora apresentou maior eficiéncia na dissipagdo de
energética do tipo ndo-fotoquimica (NPQ). Portanto, observa-se que S. parviflora
apresentou estratégias mais eficientes do que P. urvillei na tolerdncia ao excesso de
ferro.

Nesse trabalho, o estudo anatémico e fisiologico de S. parviflora e P. urvillei serviu
como ferramenta para o entendimento dos mecanismos de toxicidade do ferro. Porém,
para confirmar se essas espécies podem ser fitorremediadoras efetivas em ambientes
contaminados pelo excesso de ferro sdo necessarios estudos complementares

principalmente, experimentos in Situ.
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