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Em marco de 2018.1 iniciou o Mestrado Académico no Programa de Pds-
graduacdo em Engenharia Agricola na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Capus SEDE - Recife/PE, o qual foi concluido em 2020.1 com a defesa de dissertacdo
intitulada: “Funcdo dos tricomas vesiculares na tolerdncia a salinidade em Atriplex
nummularia”, cujo produto desta foi publicada na revista Plant Physiology and
Biochemistry ainda no ano de 2020 com artigo intitulado: Influence of vesicular trichomes
of Atriplex nummularia on photosynthesis, osmotic adjustment, cell wall elasticity and
enzymatic activity.

Em marco de 2020 também iniciou o curso Doutorado Académico no Programa
de Pos-graduacdo em Engenharia Agricola na Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Capus SEDE - Recife/PE, o qual foi concluido em 2024.1. Durante o
doutorado, continuou seus estudos com a espécie Atriplex nummularia, porém com um
novo desafio ambiental, os metais pesados. Todas estas etapas culminaram na defesa da
Tese, intitulada “Desempenho de Atriplex nummularia Lindl. na fitoextracdo de metais

pesados em ambiente salino”, que ocorreu em junho de 2024.
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RESUMO GERAL
A indicacdo de halofitas em processos de recuperacdo de solos salinos contaminados por
metais pesados tem sido frequente, uma vez que a presenca de sais pode influenciar na
mobilidade de metais e tolerancia dessas espécies. Assim, esta pesquisa tem por objetivo
avaliar o potencial da espécie A. nummularia Lindl. na fitoextracdo dos metais Cd e Pb
na presenca de salinidade, verificando também a influéncia do NaCl na tolerancia e
acumulo destes metais. Para isso, foram realizados dois experimentos, para cada elemento
avaliado. No experimento (EXP I) foi avaliada a performance da A. nummularia Lindl.
quanto a tolerancia e acumulacdo de Cd e Pb em seis concentracdes distintas, sendo 0,
10, 20, 30, 40 e 50 mg kg™ para o Cd e 0, 100, 150, 200, 250 e 300 mg kg para o Pbh. As
plantas foram cultivadas em dois solos: Luvissolo de carater Salino (LS) e Luvissolo de
carater N&do Salino (LNS), em delineamento em blocos casualizados e esquema fatorial 6
X 2 com quatro repeti¢des. O segundo experimento (EXP 1) foi desenvolvido a partir dos
resultados obtidos no EXP I, em que selecionou-se a maior dose do metal que apresentou
maior Biomassa Seca da Parte Aérea (BMSpa) no LS em rela¢éo ao LNS e, aliado a isto,
foram acrescentados niveis de salinidade através da adicdo de NaCl via agua de irrigacao
em cinco concentragBes distintas (0, 50, 100, 150 e 200 mmol L), para avaliar a
influéncia das concentracdes salinas na absorcdo e tolerancia da espécie aos metais
pesados. Foram adotadas, em ambos 0s experimentos, uma série de parametros
fisiologicos para verificar o desempenho da espécie (tolerancia e fitoextragdo), tais como:
relagGes hidricas (potencial hidrico, osmatico, pressao, teor relativo de agua, ajustamento
osmético), anatdbmicas (densidade de tricomas) avaliacdo fotossintética (fotossintese
liquida, condutancia estomatica, transpiracéo e eficiéncia do uso da agua, fluorescéncia
da clorofila) e teor de metais (Cd e Pb) e solutos inorganicos nos tecidos foliares e nas
vesiculas (Na*, K*, CI). Os experimentos com o Cd revelaram que a espécie apresenta
capacidade de acumular Cd, sendo uma potencial candidata para processos de
fitoestabilizag&o, e na presenca de salinidade para processos de fitoextragdo. O estudo
também indicou que os tricomas vesiculares acumulam Cd auxiliando no
desenvolvimento da espécie em solo contaminado e a dose de 30 mg kg de Cd seria a
dose limiar beneficiada pela presenca de salinidade. A maior densidade de tricomas
vesiculares foi observada em solo salino com Cd, acumulando simultaneamente os ions
de Na*, ClI" e Cd, indicando que essas estruturas ndo possuem uma rigida seletividade. Os
experimentos com o Pb, mostraram que a A. nummularia Lindl. conseguiu sobreviver até
o final dos experimentos e acumulou Pb em seus tecidos vegetais, apresentando acumulo
maximo (LNS = 52,32 kgt e LS = 29,03 kg™!) na dose de 300 mg kg de Pb aplicada ao
ambiente de cultivo, tanto nas plantas cultivadas no LNS quanto do LS apresentando
potencial para programas de fitoextracdo. Os tricomas vesiculares ndo foram capazes de
excluir o Pb. As crescentes doses de NaCl combinadas com Pb estimularam o
desenvolvimento de tricomas vesiculares, porém, reduziram a biomassa e as trocas
gasosas, atribuindo esse resultado a possivel toxidez causada pelo Pb.

Palavras-chave: halofita; erva sal; fitorremediacao; salinidade; cadmio; chumbo.
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GENERAL ABSTRACT

The use of halophytes in recovery processes for saline soils contaminated by heavy metals
has been frequent because the presence of salts can influence the mobility of metals and
tolerance. Therefore, this research aims to evaluate the potential of the species A.
nummularia Lindl. Lindl. for phytoextraction of the metals Cd and Pb in the presence of
salinity, also verifying the influence of NaCl on the tolerance and accumulation of these
metals for this species. Two experiments were carried out for each of the elements
evaluated. In a first experiment (EXP 1), the performance of A. nummularia Lindl. Lindl
was evaluated in terms of tolerance and accumulation of Cd and Pb in six different
concentrations, for the Cd being 0, 10, 20, 30, 40 and 50 mg kg, and for the Pb 0, 100,
150, 200, 250 and 300 mg kg™*. The plants were grown in two soils: Saline Luvisols (SL)
and Non-Saline Luvisols (NSL), in a randomized block design and a 6 x 2 factorial design
with four replications. The second experiment (EXP I1) was developed based on the
results obtained in EXP 1, in which the highest dose of the metal that presented the highest
Dry Biomass of the Aerial Part (DBMAP) in the SL in relation to the NSL was selected
and, combined with this, salinity levels were increased by adding NaCl via irrigation
water in five different concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mmol L), to evaluate the
influence of saline concentrations on the species' absorption and tolerance to heavy
metals. In both experiments, a series of physiological parameters were adopted to verify
the performance of the species (tolerance and phytoextraction), such as: water relations
(water potential, osmotic, pressure, relative water content, osmotic adjustment),
anatomical (trichome density), metals (Cd and Pb) and inorganic solutes contents in leaf
tissues and vesicles (Na*, K*, CI"). Experiments with Cd revealed that the species has the
capacity to accumulate it in its plant tissues, being a potential candidate for
phytostabilization processes, and in the presence of salinity for phytoextraction processes.
The study also indicated that a dose of 30 mg kg™ of Cd would be the threshold dose
benefited by salinity and that vesicular trichomes accumulate Cd, helping in the
development of the species in contaminated soil. The highest density of vesicular
trichomes was observed in saline soils treated with Cd, simultaneously accumulating Na™,
ClI" and Cd ions, indicating that these structures do not have strict selectivity. The
experiments with Pb showed that A. nummularia Lindl. accumulated Pb in its plant
tissues, presenting a maximum level (NSL = 52,32 kg™ e SL = 29,03 kg?) at a dose of
300mg kg of Pb applied to the cultivation environment, both in plants cultivated in the
NSL and SL, presenting potential for phytoextraction processes. Vesicular trichomes
were not able to exclude Pb and increasing doses of NaCl combined with Pb stimulated
the density of vesicular trichomes, but reduced biomass and gas exchange, attributing this
result to potential toxicity caused by Pb.

Keywords: halophyte, saltbush, salinity, trichomes.
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REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO GERAL

A salinizacdo do solo esta entre os principais estresses abidticos que afetam o
crescimento e a produtividade das plantas, ocorrendo principalmente nas regides aridas e
semiaridas do mundo. As respostas das plantas a essas condi¢fes dependem do tipo de
estresse, da intensidade, da espécie e do genotipo (Minhas et al., 2020).

A poluicdo de solos por metais pesados é outro problema que se tornou um grande
desafio ambiental. Muitas areas do mundo estdo simultaneamente contaminadas por altas
concentracOes de sais sollveis e metais pesados (Lutts; Lefévre, 2015), apresentando
distribuicdo mundial abrangendo principalmente areas agricultaveis e costeiras (Liu et
al., 2023).

As haldfitas sdo plantas adaptadas a viver em solos com alta concentra¢do de sais,
que variam entre 100 mmol a 1 mol, em fung@o de mecanismos especificos de tolerancia
ao estresse salino (Flowers, 1986; Zhao et al., 2020). Nesse contexto, Lutts; Lefévre,
(2015) relatam que as plantas halofitas exibem um alto acimulo de metais pesados e que
0 NaCl pode influenciar diretamente a especiacdo de metais pesados e a taxa de absorcao.

Assim, parte das espécies haldfitas ndo sdo apenas resistentes ao sal, mas também
a metais pesados e a tolerancia depende parcialmente de mecanismos fisicos e quimicos
comuns (Suruti et al., 2017). A exemplo das halofitas Suaeda glauca e Limonium aureum
que ativam mecanismos de tolerancia ao sal para resistir a toxicidade do Cd, além de
aumentar sua capacidade de captacéo e translocacdo do metal (Zang et al., 2020).

Além disso, plantas com capacidade de secrecdo de sal sdo frequentemente
utilizadas para remover metais pesados como Cd, Pb, Cu, Zn, Al e Fe dos solos, reduzindo
a poluicdo por esses elementos (Lu et al.,, 2021). A. lentiformis e A. undulata
demonstraram tolerancia a metais pesados mantendo concentra¢des nos tecidos do caule
abaixo dos niveis toxicos quando o solo estava contaminado com Zn, Cu, Pb e Cd (Eissa
etal., 2015).

A. hortensis e A. rosea também exibem tolerancia aos metais Cu, Pb, Ni e Zn
(Kachout et al., 2011). Orrego et al. (2020) relatam que as espécies A. atacamensis, A.
halimus e A. nummularia Lindl. sdo candidatas a fitoestabilizagdo de Cu, destacando a A.
halimus como a menos afetada ao aumento nas concentracdes de Cu propostas no estudo,
e relatando que a mesma foi capaz ndo sé de tolerar uma maior concentracao de Cu, mas

também manteve o crescimento quando combinado com NacCl.
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Ainda dentro do género Atriplex, pode-se destacar a espécie A. nummularia
Lindl., que apresenta tolerancia e capacidade de se desenvolver em condi¢des adversas,
o0 que frequentemente é atribuida & compartimentalizacdo de sais no vacuolo, e excrecao
pelos tricomas vesiculares localizados na epiderme das folhas (De Souza et al., 2012;
Lins et al., 2019; Paulino et al., 2020). A fisiologia da A. nummularia Lindl. apresenta
uma série de caracteristicas que a destacam das demais espécies do género,
principalmente pela capacidade de fitorremediagdo em solos afetados por sais. Isso ocorre
devido a alta capacidade de producéo de biomassa e elevado acumulo de sais da espécie
(Qadir et al., 2007; De Souza et al., 2011).

Outra caracteristica importante da A. nummularia Lindl. é que seu crescimento e
producdo de biomassa sdo estimulados em concentracdes entre 100 a 300 mmol L de
NaCl (Hassine; Lutts, 2010; Rangani et al., 2016; Melo et al., 2018; Parvez et al., 2020).
Guda et al. (2018) verificaram através da avaliagdo da bioacumulacdo de metais pesados
em solo de regibes arida e agricola do Iraque que a A. nummularia Lindl. pode ser
considerada um bioindicador da polui¢édo por Pb, Cd, Co, Cr e Ag e um “filtro verde”
adequado para reduzir a poluicéo dos solos.

Em estudo mais recente, Guda et al. (2020) afirmam que a A. nummularia Lindl.
€ uma hiperacumuladora de Ag por apresentar, quando cultivada em solos com alta
concentracdo do metal, acimulo do metal em suas folhas numa concentracao de 9,83 mg
kg™.

Diante do exposto, essa pesquisa tem como objetivos: 1) Avaliar a tolerancia de
A. nummularia Lindl. a Cd e Pb. 2) Avaliar a influéncia da salinidade no processo de

fitoextracdo de Cd e Pb pela A. nummularia Lindl.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresses abidtico em plantas

As plantas sdo frequentemente expostas a estresses abioticos, tais como: seca,
salinidade, temperatura, inundacdes, toxicidade de metais pesados, radiacdo, poluicdo do
ar e ventos ameacam gravemente as préaticas agricolas, interferindo nos processos
fisiologicos, absorcdo de nutrientes, causando danos celulares diminuindo o rendimento

e da qualidade das culturas (Muhammad et al., 2023).

2.1.1 Salinidade

Solos afetados por sais podem ser classificados como solos salinos, salino-sddicos
e sadicos, essa relacdo € observada de acordo com os valores de potencial hidrogeniénico
(pH) do solo, condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes), porcentagem de
sodio trocavel (PST) e Razdo de adsorcdo de Sodio (RAS), que avalia a concentracgao de
sodio (Na*) em relacéo ao calcio (Ca*?) e magnésio (Mg*?) (Tabela 1) (Richards, 1954).

Tabela 1 - Classificacdo de solos afetados por sais (Richards, 1954)

CLASSIFICACAO CEes pH PST RAS
SOLO NORMAL <4dSmt <85 <15 <13
SOLO SALINO >4dSm? <85 <15 <13
SOLO SODICO <4dSmt >85 >15 >13
SOLO SALINO-SODICO >4dSm? <85 >15 >13

CEes — Condutividade elétrica do extrato de saturacéo; pH - potencial hidrogenidnico; PST
- Porcentagem de sddico trocavel; RAS - Relagdo de Adsorc¢ao de Sddio.

A salinizacdo do solo é o processo de acumulo de sais no solo por meio de
processos naturais, como o intemperismo de rochas e minerais, ascensao capilar de lencol
freatico com agua salobra, ou por meio de acdes antropicas, atrelada principalmente a
préticas agricolas e atividades industriais (Eswar et al., 2021).

Esse aumento da concentracdo de sais no solo produz um efeito osmético,
diminuindo a capacidade de absorcdo de agua pela planta, reduzindo seu crescimento e
causando desequilibrios nutricionais, seguido de um efeito idnico, causando toxicidade e
prejudicando processos metabdlicos das plantas (Scudiero; Skaggs; Corwin, 2017; Kumar
etal., 2018).
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O efeito osmotico ocorre pela reducdo da disponibilidade hidrica para a planta e é
acompanhada pela perda de turgor, lesdo da membrana, desnaturacdo da proteina ou
diminuicgdo da atividade da proteina e geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Cambridge et al., 2017; Kumar et al., 2018).

Estas espécies sdo altamente tdxicas as plantas, podendo atacar organelas,
metabdlitos entre outras moléculas vegetais, interrompendo vias metabdlicas até a morte
celular (Hasanuzzaman et al., 2020). As EROs sdo produzidas principalmente em
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e em condi¢Ges de crescimento normal da
planta, atuam como subprodutos do metabolismo aerdbio, estimulando vias de transducao
de sinal que induzem os mecanismos de aclimatacdo sendo rapidamente eliminada por
processos celulares enzimaticos e ndo enzimaticos (Sahu et al., 2022).

No entanto, o equilibrio entre a producéo e a eliminacdo de EROs pode ser
perturbado por uma série de fatores adversos, resultando no estresse oxidativo (Singh et
al., 2019). Neste cenario, as espécies sdo geradas em locais secundarios, como membrana
celular, parede celular, reticulo endoplasmatico, apoplasto e sua sinalizagcdo durante o
estresse causa geracao excessiva de EROs, danificando as células vegetais, causando
desequilibrio redox, peroxidacdo lipidica, degradacdo dos &cidos nucléicos e proteinas
(Sahu et al., 2022).

2.1.2 Metais pesados

Metais pesados s@o elementos naturais que possuem alto peso atdmico e densidade
pelo menos 5 vezes maior que a da agua (Tchounwou et al., 2012). A deposicao de metais
pesados no ambiente ocorre por meio de processos naturais e antrépicos.

Dentre as fontes naturais pode-se citar o intemperismo de minerais, particulas
vulcanogénicas e incéndios florestais (Edelstein; Ben-Hur, 2018; Priya et al., 2023). As
fontes de contaminacdo antrdpicas sdo diversas, como a aplicacdo de fertilizantes e
pesticidas, descarte industrial, mineracdo, fundicdo, eliminacdo de residuos solidos
perigosos, curtimento e combustdo de combustivel fossil (Tang et al.,2019; Shah;
Daverey, 2020).

Vérios metais pesados, tais como ferro (Fe), cobre (Cu), molibdénio (Mo), niquel
(Ni), manganés (Mn) e zinco (Zn) sdo essenciais para que plantas e animais realizem suas
funcBes; porém, as quantidades requeridas sdo baixas e, quando sua concentracdo excede
o nivel recomendado, esses metais tornam-se toxicos (Nikalje; Suprasanna,2018; Rehman
etal., 2021).
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Os metais pesados exercem toxicidades nas plantas por meio de quatro
mecanismos: por semelhangas com os nutrientes, pela interacéo direta dos metais pesados
com o grupo sulfidrila de proteinas funcionais, pelo deslocamento de cétions essenciais
de locais de ligacdo especificos que levam ao colapso da fungdo e pelas EROs, que
danificam as macromoléculas (Singh et al., 2016).

O acumulo de metais pesados no solo agricola e sua toxicidade é uma ameaca para
o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, pois 0s metais interrompem a integridade
funcional, induzem respostas fenoldgicas e fisioldgicas alteradase reduzem a
produtividade qualitativa das culturas (Khan et al., 2021). Além disso, podem provocar a
superproducdo de EROs, causando modificagcbes nas biomoléculas, crescimento e
diferenciacéo celular, o excesso de metais pesados nas plantas também inativa diferentes
enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
redutase (GR) e ascorbato peroxidase (APX) (Khan et al., 2021).

As plantas podem adquirir tolerancia ao estresse por metais pesados devido o
desenvolvimento de mecanismos que as auxiliam na sobrevivéncia. Assim, as respostas
ao estresse dependem das caracteristicas intrinsecas da espécie, do elemento responsavel
pelo estresse e as condi¢cBes ambientais as quais a planta esta inserida (Silva et al., 2001).
Estes mecanismos desenvolvidos para tolerar estresse de metais pesados vdo desde a
reducdo da absorcdo de metais pesados, sequestro de metal em vacuolos, ligacdo a

fitoquelatinas/metalotioneinas até a ativacdo de antioxidantes (Tiwari et al., 2018).

2.1.2.1. Cadmio

O cadmio é um metal de transicdo brilhante, ddctil, maleavel, ndo tem funcéo
bioldgica e apresenta uma meia-vida bioldgica longa (Yan et al., 2023). Sendo um dos
metais mais nocivos, devido a sua alta toxicidade, e grave extensdo de bioacumulacéo, o
Cd esta presente nos solos principalmente como ions de Cd nas formas anidnicas e
catidnicas e diversos agentes quimicos do solo influenciam na sua biodisponibilidade
(Wu et al., 2022).

Kubier et al. (2019) em sua revisdo verificaram que o contelldo médio de Cd na
crosta terrestre é de 0,2 mg kg, nos solos ele corre principalmente em concentragdes de
0,01 a 1 mg kg com média mundial de 0,36 mg kg*. Apenas na China, aproximadamente
20 milhGes de hectares de terras araveis estdo contaminados com Cd e outros metais
pesados, apresentando uma producdo anual de 12 milhdes de toneladas de gréos
contaminados (Luo et al., 2018).
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As principais fontes de contaminacdo do metal sdo de causas naturais e antropicas,
sendo estas: o intemperismo de rochas, a aplicacdo de agroquimicos, eliminacédo
inadequada de residuos industriais, sendo o Cd produzido como parte de processos como
a fundicdo de Zn, o uso em baterias, semicondutores, galvanoplastia e estabilizadores
(Subasic¢ et al., 2022).

Nas plantas, a contaminacdo por Cd pode ocorrer de diversas formas, através da
absorcdo em solo contaminado, agua de irrigacdo ou deposicdo atmosférica, podendo
acumular em diferentes tecidos vegetais, como raizes, caules, folhas e frutos (Zulfigar et
al., 2022; Altaf et al., 2023).

Muitas plantas apresentam mecanismos adaptativo para superar a toxicidade do
Cd, como a quelacdo, a compartimentacao e os sistemas de defesa antioxidante; porém,
estes mecanismos podem apresentar limitagfes na presenca de altas concentracgdes de Cd
(Aslam et al., 2022; Altaf et al., 2023).

Altas concentracbes de Cd nas plantas podem prejudicar sua morfologia, a
fisiologia e os aspectos bioquimicos (Vezza et al., 2018). A toxicidade do Cd induz
rapidamente um desafio oxidativo nas plantas, produzindo EROs em diferentes
compartimentos subcelulares das plantas (Cuypers et al., 2023); dificulta a fotossintese,
diminui a concentracdo de clorofila, limitando o desenvolvimento das plantas (Huihui et
al., 2020).

2.1.2.2. Chumbo

O chumbo (Pb) é altamente tdxico para plantas, animais e seres humanos, e esta
entre os contaminantes mais perigosos. E inodoro, de cor prateado branco-azulado,
macio, altamente maleavel, dictil e pobre condutor de eletricidade (Kushwaha et al.,
2018).

O comportamento do Pb no solo € afetado por diversos fatores como as
propriedades fisico-quimicas do solo, quantidade e formas de Pb na solucdo do solo,
condi¢gBes ambientais, dinamica microbiana do solo, entre outros (Ashraf et al., 2020).
Porém, sua mobilidade no solo € baixa em comparacdo com outros elementos, devido a
sua alta afinidade com as particulas do solo, sendo facilmente adsorvido (Jalali e Rostaii.,
2011).

O Pb tem sido frequentemente usado em processos industriais e as principais
fontes de contaminacdo no meio ambiente incluem mineragdo, fundicdo de mineérios,

queima de carvao, efluentes de industrias, escapamentos de automoveis, fertilizantes,
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pesticidas, gasolina, entre outros (Kushwaha et al., 2018). Em areas proximas as minas
de chumbo e a zona de fundi¢do foram detectados altos niveis de chumbo no solo
chegando a cerca de 7.000 mg kg™ (Anamika et al., 2018).

Nas plantas, o Pb tende a causar estresse oxidativo, o que leva a danos celulares e
perturbacdo da homeostase idnica celular, prejudicando principalmente o crescimento das
plantas, o alongamento das raizes, a germinacdo das sementes, a divisdo celular, a

transpiracéo e a producao de clorofila (Anamika et al., 2018).

2.2 Contaminacdo simulténea (Salinidade + Metais Pesados) no solo

Em certas areas do mundo, altas concentracdes de metais pesados biodisponiveis
estdo associadas a altas concentracfes de sais solUveis, ocorrendo particularmente em
areas costeiras impactadas por atividades urbanas e em regides semidridas onde a
mineracdo contribui para a liberacdo de metais pesados e sais solUveis (Lutts; Lefévre,
2015).

Liu et al. (2023) em seu estudo elencaram quatro principais fontes desta
contaminacdo simultanea, sendo estas: (i) a introducdo dos metais pesados em solos
salinos, por meio de atividades industriais, de mineracdo, aplicacdo de agrogquimicos,
regulacao de fluxo de sedimentos e processamento climatico; (ii) contaminacao de solos
por metais através da atividade de mineracdo com éarea de topografia propensa a
salinizagdo, (iii) contaminacdo simultanea de sais e metais pesados através de poeira,
efluentes de fundicdo, rejeitos de esgoto ndo tratado e fertilizantes em excesso; (iv)
contaminacdo por metais pesados de solos proximo a estradas produzidos pelo trafego
automoveis e sais provenientes da aplicacdo de sal de degelo.

Solos afetados por sais estdo distribuidos em 120 paises do mundo, somando
aproximadamente uma area de 953 Milhdes de hectares e sendo estes responsaveis por
cerca de 7-8% da reducdo de produtividade agricola mundial (FAO; ITPS ,2015; Meena
etal., 2019).

Com impacto mais comum nas regides aridas e semiaridas, a salinizacdo e
sodificacdo do solo sdo os principais processos de degradagdo que ameagam O
ecossistema agricola. Os solos salinos cobrem 20% do total cultivado e 33% das terras
agricolas irrigadas em todo o mundo (Srivastava; Kumar, 2015; El Hasini et al., 2019).
Além disso, nos ultimos anos, grandes extensdes de terras agricolas em regides aridas e
semiaridas foram afetadas simultaneamente pela salinidade e pela poluicdo por metais

pesados, despertando mais uma preocupacgao ambiental (Liang et al., 2018).
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Regides de transicdo terra/oceano sdo zonas tipicas que sofrem com a presenca
simultanea de salinidade e excesso de metais pesados (Liu et al., 2019). Na China,
diferentes tipos de solos salinos ja sdo afetados por metais pesados e a tendéncia dessa
poluicdo simultanea (salinizacdo + metais pesados) esta se expandindo com o passar dos
anos (Yao et al., 2021).

Relata-se ainda que a salinidade aumenta a mobilidade de metais pesados nos
solos pela competicdo de cations derivados de sal com metais pesados carregados
positivamente por sitios de sor¢do na fase sélida e capacidade de complexagdo de anions
derivados de sal com metais pesados (Zhou et al., 2019).

A contaminacdo de solos e meio ambiente por metais pesados foi acelerada devido
a industrializacdo, expansdo da populacdo e agricultura intensificada, causando a
degradacdo e mau funcionamento de ecossistemas (He et al., 2015). Um numero
consideravel de paises no mundo estdo sendo ou foram afetados pela poluigdo por metais
pesados no solo, incluindo China, Estados Unidos, Italia e México (Tang et al., 2020).

Na agricultura, como fator de estresse, 0s metais pesados, por ndo serem
biodegradaveis e persistirem no solo por muitos anos, prejudicam o ecossistema, reduzem
a biodiversidade, causam efeitos toxicos nas plantas e reduzem a produtividade agricola
(Zhai et al., 2018). Além disso, 0s metais também afetam a estrutura, morfologia, funcao
e atividade dos microrganismos nos solos e substratos (Alfaro et al., 2021; Tang et al.,
2019; Nascimento et al., 2021).

A dindmica dos metais pesados no solo e sua absor¢do pelas plantas séo
influenciadas pelas propriedades do mesmo, desempenhando um papel fundamental na
biodisponibilidade, mobilidade e a assimilacdo do metal, além de serem influenciadas

também pela adicdo de matéria organica e inorganica (Zwolak, et al., 2019).

2.3. Plantas halofitas na fitorremediacdo de metais pesados na presenca de
salinidade

Adaptadas a viver em solos com alta concentracdo de sais, as plantas halofitas
apresentam caracteristicas adaptativas eficientes contra o estresse salino, como a
suculéncia foliar, tricomas de sal e ajuste osmotico (Zhao et al., 2020). As plantas
halofitas representam aproximadamente 2% de toda a flora terrestre, em diversos habitats
salinos desde regifes costeiras e pantanos, a terras secas e planicies salinas (Flowers;
Colmer, 2008).
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Com potencial forrageiro e alta capacidade de sobreviver em ambientes adversos,
espécies de haldfitas sdo utilizadas na racdo animal em regides aridas (Panta et al., 2014).
Isso é possivel verificando que para superar as dificuldades de sobrevivéncia em
ambientes aridos e salinos, as haldfitas empregam varios mecanismos adaptativos
(Litalien; Zeeb, 2020). Além disso, a salinidade apresenta-se como um agente benéfico
sobre as halofitas, aumentando seu crescimento na presenca da concentracdo de sais
adequada a cada espécie (Meena et al., 2023).

A capacidade das plantas de resistir e sobreviver a salinidade depende da
eficiéncia dos seus mecanismos de protecdo. Para uma planta ser considerada tolerante a
um estresse, ela deve possuir caracteristicas que minimizem os efeitos deletérios e
maximizem os efeitos vantajosos para sobreviver e completar seu ciclo de vida (Mansour;
Ali, 2017). Sob estresse salino, as plantas halofitas apresentam caracteristicas fisiologicas
e bioquimicas de adaptacédo, que incluem o acimulo de osmdlitos, controle de balanco
hidrico e manutencdo da homeostase idnica (Rakhmankulova et al., 2019).

De maneira geral, as halofitas na presenca de sais, apresentam como mecanismos
de sobrevivéncia o armazenamento de sais em 'glandulas de sal' ou 'bexigas de sal' e
posterior excre¢do oportuna do excesso de ions dos tecidos (Chen et al., 2018). O aumento
da suculéncia foliar, diluindo a acdo dos componentes toxicos e induzindo da elasticidade
da parede celular (Liu et al., 2024); A compartimentalizacdo de ions dentro dos vacuolos,
preservando suas organelas, além do ajuste osmoético, com a sintese de osmolitos,
acarretando na reducdo do potencial hidrico celular e favorecendo a absorcéo de agua
(Paulino et al., 2021).

Assim, a tolerancia a salinidade é evidenciada pela capacidade da planta de tolerar
0 estresse osmotico e de mecanismos de exclusdo de sais ou compartimentalizacéo de ion
intercelular, sendo estratégias de protecdo que trabalham de forma conjunta. Além disso,
essas plantas halofitas, apresentam um sistema antioxidante eficiente que auxiliam na
superacao dos efeitos deletérios dos sais (Munns; Tester, 2008; Llanes et al., 2018).

Vaérios alvos fisioldgicos diretamente afetados pela salinidade também séo
afetados por metais pesados, verificando que, assim como na salinidade, a adaptacdo de
haldfitas ao estresse por metais pesados engloba o acumulo de ions téxicos no tecido
auxiliado pela sua suculéncia, a excrecdo desses ions pelas glandulas, além da
desintoxicacdo de EROs (Manousaki; Kalogerakis 2011; Li et al., 2019). Desta forma,

pode-se supor que as plantas naturalmente tolerantes a salinidade, podem exibir
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propriedades adaptativas promissoras para sustentar a presenca externa ou mesmo 0
acumulo de metais pesados em seus tecidos (Liang et al., 2017).

Outro fator importante, é que em algumas halofitas, o sal € um promotor da
translocacao de metais pesados das raizes para parte area (Liang et al., 2017). A exemplo
das halofitas Suaeda glauca e Limonium aureum que desencadearam mecanismos de
tolerancia ao sal para resistir a toxicidade do Cd, além de aumentar sua capacidade de
captacdo e translocacdo de Cd (Zhang et al., 2020). Assim, as halofitas podem ser usadas
para fins de fitorremediagdo em solo contaminado com sal e metais pesados,
especialmente as espécies com alta biomassa e sistema radicular profundo (Kumari et al.,
2019).

No estudo realizado por Zhou et al. (2019) com a espécie halofita Kosteletzkya
pentacarpos os autores verificaram que a salinidade melhora a tolerancia das plantas aos
metais pesados, aumentando a propor¢do de Cd e Zn removidos pelas plantas.

Yao et al. (2021), também, avaliando a influéncia de metais pesados e sal na
germinacdo de sementes e caracteristicas de mudas da haldfita Halogeton glomeratus,
verificaram que os niveis de acumulo de Cu?*, Zn?* e Pb?* fornecendo NaCl 100 mmol
L foram maiores do que o tratamento sem adicéo de NaCl.

Dentre os mecanismos adaptativo conferidos as espécies haléfitas, destaca-se a
capacidade de sequestrar o sal excessivo no vacuolo ou secreta-lo (Lu et al., 2021). Mais
de 50 espécies em 14 familias desenvolveram ao longo da evolugdo estruturas
epidérmicas especializadas chamadas glandulas de sal para armazenar e excluir esse
composto (Dassanayake; Larkin, 2017). Essas estruturas sao observadas no caule e na
superficie foliar das plantas, desempenhando um papel importante na regulacdo de ions,
mantendo a estabilidade da pressdo osmética e aumentando a tolerancia a salinidade
(Zhang et al., 2003).

As glandulas de sal apresentam estruturas com diferentes caracteristicas
anatdbmicas e mecanismos funcionais. Hal6fitas com glandulas de sal séo denominados
coletivamente secretoras ou recretohaldfitas. Do ponto de vista funcional, existem dois
tipos de glandulas de sal, aquelas que secretam sais diretamente para a superficie da folha
(exo-recretohal6fitos), ou aquelas que coletam sal no vactolo de uma célula da bexiga
especializada (endo-recretohalofitos) (Dassanayake; Larkin, 2017).

As halofitas com essas estruturas secretoras de sal tém sido cada vez mais utilizada

também para remocao de metais pesados dos solos (Lu et al., 2021). Kadukova et al.,
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(2008) quantificaram excrecdo de Pb e Cd pelas glandulas salinas da espécie Tamarix
smyrnensis, verificando uma quantidade significativa de metais na superficie da folha.

Nas haléfita Suaeda glauca e Limonium aureum, Zang et al., (2020) pesquisando
a influéncia da salinidade na acumulag&o e distribuicdo de Cd, verificaram que em ambas
as espécies, a salinidade aumentou a absorcdo e translocacdo do metal e na Limonium
aureum aumentou a quantidade de Cd excretado pelas glandulas salinas na superficie
foliar.

Com isto, as plantas haléfitas, em virtude de sua tolerancia a salinidade, também
podem apresentar tolerdncia a metais pesados, isso ocorre devido aos diversos
mecanismos adaptativos que as especies haldfitas possuem e que auxiliam na
sobrevivéncia aos estresses abioticos (Nikalje; Suprasanna, 2018). Portanto, plantas
haldfitas podem, potencialmente, tolerar metais e sais, pois sua tolerancia a diferentes
estresses depende parcialmente de mecanismos comuns (Wang et al., 2014; Shruti et al.,
2017).

2.4 Atriplex nummularia Lindl.

A A, nummularia Lindl. ¢ uma hal6fita perene pertencente a familia
Amaranthaceae, é uma espécie forrageira de metabolismo C4 que apresenta sua origem
na Australia e pela sua alta adaptabilidade a ambientes adversos se distribuiu ao longo do
oeste da Asia, norte da Africa, sul da Europa e da América (Salem et al., 2010; lamonic,
2012).

Pela sua diversa distribuicdo ao redor do mundo a A. nummularia Lindl. €
conhecida por diversos nomes como Erva salgada de velho, Erva-sal, Erva-sal verde-
azulada, também chamada de “Erva-sal gigante” no inglés, “Arroche nummulaire”,
francés; “Tiple” no espanhol; “Oumansoutbos” no africaner (Heuzé et al.,2017).

O género Atriplex conta com mais de 400 espécies distribuidas em regides aridas
e semiaridas do mundo (Bonilla et al., 2000). A. nummularia Lindl. apresenta estatura de
2 a4 m de largura e até 3 m de altura em um arranjo extenso ou ereto, caules lenhosos
que se ramificam préximo ao nivel do solo, utilizam uma raiz pivotante com um sistema
radicular subsequente que vai de moderado a profundo, possuem folhas simples
alternadas, de formato irregular, variando entre circulares e triangulares, variando entre 1
a 5 cm de comprimento e apresentam uma coloracéo cinza-prateada nos lados abaxial e

adaxial com uma textura escamosa (Strain, 1981; Sampson; Byrne, 2001).
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E uma espécie muito resistente, capaz de se desenvolver em condigdes adversas e
considerada uma reserva a seca devido a sua capacidade de fornecer alimentos verdes
durante todo o ano, estendendo a disponibilidade de alimentos para os periodos de seca
(Le Houérou, 1992; DAF, 2011; Emms, 2008).

Destacando-se por sobreviver em ambientes aridos e salinos, a espécie é bastante
explorada pelo seu potencial forrageiro rico em proteinas e carotenos, além de manter sua
fitomassa foliar abundante (Olivares, 1983). Assim, a erva sal € amplamente utilizada em
varios tipos de sistemas de producdo salina, apresentando potencial para producdo de
forragem para alimentacdo de rebanhos, producdo de lenha, revegetacdo de areas
degradadas entre outros. Além disso, € uma espeécie resistente a doencas e pragas (FAO,
1996).

Quanto as condicdes climéticas que favorecem o desenvolvimento da espécie esta
uma precipitacdo anual entre 230 e 650 mm e a temperatura 6tima para a fotossintese é
entre 30-35 °C (Heuzeé et al., 2017). Essas faixas de precipitacdo e temperatura sdo
consideradas 6timas, entretanto ndo limita a sobrevivéncia, da A. nummularia Lindl., a
espécie consegue também se desenvolver em precipitacdo mais baixa que 200 mm, desde
que a planta esteja bem estabelecida.

A planta ainda apresenta uma coloracéo caracteristica das espécies Atriplex que é
derivado da presenca de glandulas de sal que se encontram em toda superficie foliar,
varias camadas dessas glandulas sdo encontradas na espécie, cobrindo densamente as
folhas (Black, 1954). Na espécie essas glandulas sdo do tipo tricomas que consistem em
uma ou mais células chamadas de pedinculos e uma célula terminal da bexiga, que na
maturidade contém um grande vacuolo central (Esau, 1977)

Diversos estudos apontam que seu crescimento e producdo de biomassa sédo
estimulados em concentragdes entre 100 a 300 mmol L™ de NaCl (Hassine; Lutts, 2010;
Geissler et al., 2015; Rangani et al., 2016; Melo et al., 2018; Parvez et al., 2020). Atrelado
a isto, seu metabolismo C4 exibe por si s6 uma adaptabilidade a ambientes adversos
exibindo uma fixagéo de CO> muito mais eficiente (Oliveira et al., 2019).

Geissler et al. (2015) estudando a A. nummularia Lindl. em ambiente salino e CO;
atmosférico reduzido atribuiram parte de sua tolerancia ao seu metabolismo C4 eficiente,
mantendo boas taxas fotossintéticas mesmo com reducdo da condutancia estomatica além
da manutencéo da eficiéncia do uso da agua, auxiliando também nas relagdes hidricas.

Além de reduzir a perda de agua pelo processo de transpiracdo, atraves do

fechamento estomaético, a A. nummularia Lindl. na presenca de salinidade, consegue
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manter a absorcdo de agua no solo através da reducdo do seu potencial hidrico
influenciado principalmente pela diminuicdo do potencial osmotico (Silveira et al., 2009;
Melo et al., 2018).

Essa reducdo do potencial osmdtico se da pelo mecanismo de
compartimentalizacdo de sais no vacuolo celular (De Souza et al., 2012; Melo et al.,
2018) e pelos tricomas vesiculares localizados na epiderme das folhas, que aléem da
funcdo de excrecdo estas estruturas contribuem para o desenvolvimento o de um gradiente
de potencial hidrico favoravel a absorcéo de 4gua e manutencdo do turgor celular (Lins
et al., 2018; Paulino et al., 2020).

A manutencdo das relacbes hidricas na espécie é apoiada também pelos
mecanismos de suculéncia foliar e altos teores relativo de 4gua na presenca de salinidade
conservando o bom funcionamento das estruturas celulares e diluindo os efeitos toxicos
do sal (Silveira et al., 2009; Melo et al., 2018, Lins et al., 2018). Além de apresentar
paredes celulares mais rigidas com o aumento da salinidade, facilitando a manutencéao de
um baixo potencial hidrico através da manutencédo da integridade celular (Paulino et al.,
2020).

Outro mecanismo importante, para sobrevivéncia da A. nummularia Lindl. em
ambiente salino é o ajuste osmético (Lins et al., 2018; Paulino et al., 2020). A capacidade
de lidar com o stress osmotico através da acumulagéo de solutos compativeis regulando
os efeitos deletérios do sal, também é outro mecanismo da espécie, altos teores de
amino&cidos ndo essenciais, essenciais, aromaticos e ricos em enxofre foram detectados
em A. nummularia Lindl. em ambiente salino (200—-250 mmol, destacando-se glicina,
prolina, serina e glutamina (Patel et al., 2022).

A prolina é amplamente apontada reguladora de estresses em plantas atuando
como um osmoprotetor (Hasegawa et al., 2000). Nedjimi, (2014) também relata em sua
pesquisa 0 aumento no teor de prolina com um aumento na salinidade tanto na parte aérea
como nas raizes de A. nummularia. A sintese e acimulo de acgucares fornecem energia
rapida para a estabilidade das macromoléculas e restauracdo do crescimento durante o
estresse, bem como blocos de construcao para osmoprotetores (Patel et al., 2022).

Por fim, um mecanismo crucial para tolerancia da espécie a salinidade os sistemas
de defesa antioxidante incluem componentes ndo enzimaticos e enzimaticos, limitando o
estresse oxidativo e ajudando a manter o equilibrio idnico e osmotico que ainda pouco é
detalhado na literatura, entretanto é possivel verificar a atividade ascorbato peroxidase
(APX) e catalase (CAT) na eliminacéo de espécies reativas de oxigénio na A. nummularia
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Lindl. cultivadas em ambientes com altas concentracdes de sais (Paulino et al., 2020;
Kumar et al., 2021).

Diante disto, os mecanismos adaptativos que conferem alta tolerancia ao sal na
espécie A. nummularia Lindl. como a agdo coordenada entre o ajuste osmatico, o
acimulo, compartimentacdo e excrecdo de sais, juntamente com seu metabolismo de
carbono, desintoxicacdo de EROs, manutencéo da eficiéncia do uso da agua e manutencéo
das relacdes hidricas, confere a espécie alto potencial de tolerancia aos metais pesados.

Liang et al. (2017) propuseram que plantas naturalmente tolerantes a salinidade
podem exibir propriedades adaptativas promissoras para sustentar a presenga externa ou
mesmo o acumulo de metais pesados em seus tecidos. Isso é elucidado observando que
varios alvos fisioldgicos diretamente afetados por metais pesados também séo afetados
pela salinidade, verificando ainda que, assim como na salinidade, a adaptacéo de halofitas
ao estresse por metais pesados engloba o acimulo de ions téxicos no tecido auxiliado pela
sua suculéncia, a excrecdo desses ions pelas glandulas, bexigas salinas ou tricomas, além
da desintoxicacdo de EROs (Manousaki; Kalogerakis 2011; Li et al., 2019).

Desta forma, por apresentar mecanismos fisiologicos altamente adaptados a
ambiente salino acredita-se que a espécie A. nummularia Lindl. seja uma forte candidata
a fitoextracdo de metais pesados, porém, pouco se sabe sobre sua capacidade de acumular
metais pesados em seus tecidos em ambientes salinos.

Pesquisas recentes, como o de Kahli et al. (2021), que avaliaram a capacidade de
excrecdo de cAdmio de trés espécies de Atriplex, dentre elas a A. nummularia, na presenca
ou ndo de sal em condi¢Bes hidropbnicas, verificaram que A. nummularia Lindl.
apresentou uma alta concentracdo de Cd em sua parte aérea principalmente com aditivo
de 50 mM NaCl a solucdo de cultivo, atribuindo sua tolerancia a capacidade de seus
tecidos lidar com excesso de EROS, ativando defesas antioxidantes restaurando a
homeostase celular.

Badache et al. (2015) estudando o efeito combinado de solucéo salina e presenca
de Cd, verificaram um aumento na producéo de biomassa da A. nummularia bem como
acumulo e translocacdo de Cd das raizes a parte aérea, além disso, a pesquisa demonstrou
0 aumento da excre¢do do metal nas glandulas da espécie com o aumento da salinidade e
sugeriram que a espécie usa 0 mecanismo de exclusdo para remover o excesso de metal
para tecidos sensiveis como um possivel mecanismo de desintoxicacao.

Verificando tolerancia da A. nummularia Lindl. apenas ao estresse metalico

Laghlimi et al. (2022), investigando a influéncia da aplicagdo de composto orgénico e
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fertilizante quimico na fitoestabilizacdo de metais pesados, oriundos de rejeitos de minas,
por A. nummularia, verificaram que a espécie apresentou alta tolerancia a contaminacao
simultanea dos metais pesados do rejeito (Pb = 6632 mg kg™; Zn = 142 mg kg*; Cu =
121 mg kg™) e acumulou grandes quantidades destes metais em suas raizes, imobilizando-
o0s, além disso, a aplicacdo de composto organico e fertilizantes quimicos promoveram o
crescimento das plantas e maior absorcéo de metais pesados.

Além disso, Guda et al. (2018) avaliando a A. nummularia Lindl. em solos
desertos e agricolas ricos em metais pesados relatam que a espécie pode ser considerada
um bioindicador da polui¢do por metais pesados, uma vez que se verificou um acumulo
significativo nas concentracdes de Pb, Cd, Co, Ag e Cr.

Em outro estudo Guda et al. (2020) verificaram que a A. nummularia Lindl. tem
alta habilidade em extrair Ag, considerando-a uma hiperacumuladora de prata e a

bioacumulacdo do metal foi maior na folha que raiz.
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3. HIPOTESES.

1. A espécie A. nummularia Lindl. possui capacidade de acumular metais pesados (Cd
e Pb) em tecidos vegetais, sendo indicada para processos de fitoextracao.

2. O potencial fitoextrator de Cd ou Pb na espécie A. nummularia Lindl. é ampliado na
presenca de doses de cloreto de sddio que estimulam a producdo de matéria seca e
aumento na densidade de tricomas vesiculares encontrados na superficie foliar.

3. Os tricomas vesiculares da espécie acumulam e imobilizam os metais pesados Cd ou
Pb, auxiliando no desenvolvimento da espécie em solo contaminado.

4. Adensidade de tricomas vesiculares da espécie de A. nummularia Lindl. ndo aumenta
guando cultivada em solos contaminados por Cd ou Pb. Esse aumento ocorre apenas

na presenca de NaCl no ambiente de cultivo.

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial fitoextrator de metais pesados (Cd e Pb) pela espécie de A.
nummularia Lindl. em condic6es de salinidade, investigando como diferentes niveis de
NaCl influenciam a tolerancia e o acimulo desses metais, verificando as respostas de

crescimento, bem como caracteristicas anatdmicas, fisiologicas e bioquimicas da planta.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar o crescimento, a tolerdncia e o potencial fitoextrator da A. nummularia
Lindl. aos metais pesados Cd ou Pb.

= Verificar a influéncia da salinidade no processo de fitoextracdo de metais pesados
por A. nummularia Lindl.

= Utilizar indicadores fisioldgicos e bioquimicos, incluindo relagdes hidricas, trocas
gasosas foliares, fluorescéncia da clorofila, pigmentos fotossintéticos, componentes
antioxidantes e solutos compativeis para avaliar a resposta de A. nummularia Lindl.
a salinidade e a doses crescentes de metais pesados.

= [dentificar os tricomas vesiculares bem como o armazenamento de sais e metais
com o uso de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) auxiliada por Energia
Dispersiva de Raio-X (EDX).

= Quantificar o conteido de Na*, CI, K*, Cd e Pb nos tricomas vesiculares e na lamina

foliar de A. nummularia Lindl.
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RESUMO
A contaminagdo simultanea por sais e metais pesados vem crescendo ao longo dos

anos e plantas haldfitas tém sido indicadas como possiveis candidatas para recuperacao
de solos salinos contaminados por metais pesados, uma vez que estas sdo capazes de
sobreviver a altas concentragdes de sais no solo em funcdo de mecanismos bioquimicos
e anatdmicos de adaptacdo. Assim, essa pesquisa objetivou avaliar a halofita Atriplex
nummularia Lindl. na fitoextracdo de solos contaminados por Cd na presenca de
salinidade, verificando ainda a influéncia do NaCl na toleréncia e acimulo deste metal.
Foram realizados dois experimentos sequenciais, em que 0 primeiro experimento (EXP
I) foi avaliada a performance da A. nummularia Lindl. quanto a tolerancia e acumulacéo
de Cd, em seis concentrag@es distintas de 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg kg™ na presenca
(Luvissolo de carater Salino- LS) e auséncia (Luvissolo de carater Ndo Salino- LNS) de
salinidade. O segundo experimento (EXP I1) foi conduzido a partir dos resultados obtidos
no EXP | em que selecionou-se a maior dose de Cd que apresentou a maior Biomassa
Seca da Parte Aérea (BMSpa) quando cultivado em LS. Apds isso, 0 experimento foi
conduzido em LS utilizando cinco concentragfes distintas: 0, 50, 100, 150 e 200 mmol
L de NaCl aplicados via 4gua de irrigacdo. Para ambos os experimentos, foram adotados
parametros fisioldgicos relacionados a relagdes hidricas (potencial hidrico, osmatico,
pressdo, teor relativo de &gua, ajustamento osmético), anatdmicas (densidade de
tricomas) e teor de Cd e solutos inorganicos nos tecidos foliares e nas vesiculas (Na*, K*,
CI") com o intuito de verificar o desempenho da espécie (tolerancia e fitoextracdo). Os
resultados da pesquisa revelaram que a espécie A. nummularia Lindl. apresenta
capacidade de acumular Cd nos tecidos, sendo uma potencial candidata para processos de
fitoestabilizacdo, e na presenca de salinidade para processos de fitoextragdo. Sem a
presenca de salinidade, a espécie apresentou tolerancia a solos contaminados por Cd até
a dose de 50 mg kg* apresentando manutencdo da biomassa, status hidricos e com
acumulo 52,80 mg kg de Cd na Parte Aérea e 82 mg kg™ nas raizes. Com a presenca de
salinidade no solo, as caracteristicas estudadas se sobressairam em relacdo as plantas
cultivadas sem salinidade entre as doses de 20 e 30 mg kg™ de Cd, acumulando inclusive
o metal em seus tecidos vegetais e exibindo valores do fator de translocacdo maiores que
1, indicando a espécie como uma possivel candidata a fitoextragdo de Cd. A pesquisa
também indicou que a dose de 30 mg kg™ seria a dose limiar beneficiada pela salinidade
do solo e os tricomas vesiculares, acumulam Cd auxiliando no desenvolvimento da
espécie em solo contaminado. A maior densidade de tricomas vesiculares foi observada
em solo salino tratado com Cd, acumulando simultaneamente os ions de Na*, CI e Cd,
indicando que essas estruturas nao possuem uma rigida seletividade.

Palavras chaves: fitoextracdo; fitoestabilizacdo; haldfita; erva sal; relacdes hidricas;

40



PAULINO, MARTHA KATHARINNE SILVA SOUZA. MSc. Rural Federal University
of Pernambuco. 2024 June. Performance of Atriplex nummularia in the
phytoextraction of heavy metals in saline environment.

Advisor: Prof. Dr. Edivan Rodrigues de Souza
Co-advisors: Dr2, Cintia Maria Teixeira Lins
Prof. Dr. Clistenes Williams Araujo do Nascimento

ABSTRACT

Simultaneous contamination by salts and heavy metals has been increasing over the years
and halophyte plants have been indicated as possible candidates for the recovery of saline
soils contaminated by heavy metals, since they are capable of surviving high
concentrations of salts in the soil due to from biochemical to anatomical adaptation
mechanisms. Thus, this research aimed to evaluate the halophyte Atriplex nummularia
Lindl. in the phytoextraction of soils contaminated by Cd in the presence of salinity, also
verifying the influence of NaCl on the tolerance and accumulation of this metal. Two
sequential experiments were carried out, in which the first experiment (EXP 1) evaluated
the performance of A. nummularia Lindl. regarding tolerance and accumulation of Cd, in
six different concentrations of 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg kg in the presence (Saline Luvisol
- SL) and absence (Non-Saline Luvisol - NSL) of salinity. The second experiment (EXP
I1) was conducted based on the results obtained in EXP I, in which the highest dose of Cd
was selected that presented the highest Dry Biomass of the Aboveground Part (BMSpa)
when cultivated in LS. After that, the experiment was conducted in SL using five different
concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mmol) of NaCl applied via irrigation water. For
both experiments, physiological parameters related to water relations (water potential,
osmotic, pressure, relative water content, osmotic adjustment), anatomical (trichome
density) and content of Cd and inorganic solutes in leaf tissues and vesicles were adopted
(Na*, K*, CI") in order to verify the performance of the species (tolerance and
phytoextraction). The research results revealed that the species A. nummularia Lindl. It
has the ability to accumulate Cd in tissues, being a potential candidate for
phytostabilization processes, and in the presence of salinity for phytoextraction processes.
Without the presence of salinity, the species showed tolerance to soils contaminated by
Cd up to a dose of 50 mg kg, maintaining biomass and water status and with an
accumulation of 52.80 mg kg of Cd in the aerial part and 82 mg kg in the roots. With
the presence of salinity in the soil, the characteristics studied stood out in relation to plants
grown without salinity between doses of 20 and 30 mg kg* of Cd, even accumulating the
metal in their plant tissues and exhibiting higher translocation factor values. than 1,
indicating the species as a possible candidate for Cd phytoextraction. The research also
indicated that the dose of 30 mg kg™ would be the threshold dose benefited by soil salinity
and the vesicular trichomes accumulate Cd, aiding in the development of the species in
contaminated soil. The highest density of vesicular trichomes was observed in saline soil
treated with Cd, simultaneously accumulating Na*, Cl" and Cd ions, indicating that these
structures do not have rigid selectivity.

Key words: phytoextraction; phytostabilization; halophyte; salt herb; water relations;
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1. INTRODUCAO

O actimulo de metais pesados no solo e na agua € um dos principais problemas
causados por contaminantes inorganicos e sua presenca em solos agricolas em grandes
quantidades tem impacto significativo na seguranca alimentar e satide humana (Oladoye
et al.,, 2022). Da mesma forma, a salinidade do solo, é outro problema que afeta
negativamente a produtividade agricola, especialmente em zonas aridas e semiaridas do
mundo, ambos os estresses sdo resultado de atividades naturais, antropogénicas mal
geridas e ocorrem simultaneamente em areas agricolas de todo o mundo, diminuindo o
crescimento e rendimento das plantas (Ishtiyaq et al., 2023).

Dentre os metais pesados, o cadmio (Cd) é um elemento ndo essencial com efeitos
toxicos para plantas e animais, esta naturalmente presente na atmosfera, rochas
sedimentares e solos, como também apresenta fontes antrépicas, que incluem a aplicacao
de agroquimicos, eliminacdo ou reutilizacdo de residuos industriais ou urbanos (Subasi¢
et al., 2022). A presenca de Cd nas plantas, pode ocorrer pela sua absorcao presente no
solo contaminado, ou na &gua de irrigacdo ou deposicdo atmosférica, acumulando-se
posteriormente em diferentes tecidos vegetais, causando toxidez (Zulfigar et al., 2022).

Para superar toxicidade do Cd, muitas plantas apresentam mecanismos adaptativos
como quelagdo, compartimentagdo e sistemas de defesa antioxidante, mitigando os efeitos
deletérios causados, porém, estes mecanismos podem apresentar limitacdes dependendo
da concentragdo de Cd no ambiente (Altaf et al., 2023).

Nesse contexto, a recuperacdo de solos contaminados, principalmente por metais
pesados, € possivel através de abordagens que incluem tratamentos fisicos e quimicos,
como lavagem de solo, remediacdo eletrocinética e fitorremediacdo, porém a eficacia
destes métodos depende de fatores como o tipo de solo, a natureza dos contaminantes e o
uso final desejado do solo remediado (Priya et al., 2023).

Destas abordagens, a fitorremediacdo tem sido considerada uma técnica promissora
para solos poluidos por metais por ser uma técnica ecologicamente correta e econdmica,
além de poder se utilizada sozinha ou de forma combinada com outras técnicas de
remediacdo (Zhang et al., 2023).

Para fitorremediacdo, a maioria das plantas utilizadas sdo glicofitas, que néo
apresentam tolerancia a presenga de sais no solo, ndo sobrevivendo em solos salinos
poluidos por metais pesados, assim, estudos com espécies halofitas tém emergido por

desenvolverem uma série de estratégias morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
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eficientes para proliferar em ambientes com alto teor de sal e metal pesado (Ishtiyaq et
al., 2023).

Diversos estudos tém apresentado espécies de Atriplex como boas candidatas a
programas de fitoextracdo de metais pesados no solo (Lefevre et al., 2009; Rémi Suaire
et al., 2016; Nedjimi et al., 2022; Shahrokh et al., 2022). Entretanto, estudos com a A.
nummularia Lindl. neste contexto ainda sdo escassos, mesmo sendo uma espécie muito
promissora, devido sua tolerancia, capaz de se desenvolver em condi¢Ges adversas e
produzindo biomassa ao longo de todo ano além de (DAF, 2011; Emms, 2008).

Além disso, os mecanismos adaptativos que conferem alta tolerancia ao sal da A.
nummularia Lindl. como a acdo coordenada entre o ajuste osmotico, o acumulo,
compartimentacdo e excrecdo de sais, juntamente com seu metabolismo de carbono,
desintoxicacdo de EROs, manutencdo da eficiéncia do uso da &gua e manutencdo das
relacGes hidricas (De Souza et al., 2012; Hussin et al., 2013; Melo et al., 2018; Paulino
et al., 2020), confere a espécie alto potencial de tolerancia aos metais pesados.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial fitoextrator de Cd
na presenca de salinidade da espécie de A. nummularia Lindl., avaliando ainda a
influéncia do NaCl na tolerancia e acimulo do Cd através de respostas nas caracteristicas

anatémicas e fisiologicas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizagéo e caracterizacdo do ambiente experimental

Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido do Centro de Pesquisa
Vegetais (CEPEVE) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), situado no
campus Sede localizado em Recife-PE (8°04°03"" de latitude sul, 34°55°00"" de longitude
oeste e altitude de 4 m).

A estrutura apresentava cobertura com filme plastico de difusdo e tela anti-afideo
em suas laterais. Suas dimensdes internas eram de 11 x 6 m, totalizando 66 m?, possui

piso e bancadas internas de concreto com distanciamento de 1,5 m (Figura 1).

Figura 1 — Local da conducdo dos experimentos, ambiente protegido do CEPEVE/UFRPE

2.2. Caracterizacdo dos solos e layout das unidades experimentais

Os solos utilizados na pesquisa foram oriundos do Perimetro Irrigado Manga de
Baixo, localizado no municipio de Belém do S&o Francisco — PE. Foram coletadas
amostras do horizonte Bt de solos que possuiam mesma ordem e classe textural,
classificados como Luvissolos - SiBCS (2018) ou Luvisols - WRB (IUSS Working Group
WRB, 2015) argilo siltoso e apresentavam carater nao salino (LNS) (CEes = 1,89dS/m)
e salino (LS) (CEes = 14,23dS/m) conforme classificacdo de Richards (1954).

Os Luvissolos se encontrados normalmente nas areas de clima seco e temperaturas
varidveis, estes solos ocupam grandes extensGes nos estados do Ceara, Paraiba,
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Pernambuco e Rio Grande do Norte. As areas onde sdo predominantes perfazem um total
de 98.938 km? e constituem 13,3% da regido semiarida (Jacomine, 1996). Este solo tem
elevado potencial nutricional, com altas quantidades de nutrientes disponiveis as plantas
e de minerais primarios facilmente intemperizaveis, sdo ricos em bases trocaveis,
especialmente o potassio. Sdo bastante utilizados com pecudria extensiva, palma
forrageira e agricultura de sequeiro (Leite, 2022).

Apbs a coleta os solos foram armazenados e posteriormente destorroados,
peneirados (& 4 mm), homogeneizados e acondicionados em vasos. Para caracterizacdo
fisica e quimica (Tabela 2 e Tabela 3) foram utilizadas subamostras passadas em peneira
de malha de 2 mm.

Tabela 2- Caracterizacdo quimica dos solos utilizados no experimento (I e 11)

LUVISSOLO CE pH Na K Ca Mg S H+Al CTC V PST P
ds.m? (H:0) cmolc.dm?® %
NAO SALINO
Média 1,89 719 028 04 65 19 91 049 96 95 3% 5,0
Desvio Padrio  +0,12  +0,04 0,01 0,01 +0,01 0,01 +0,01 #0,01 001 =+001 *001 4001
SALINO
Média 14,23 6,21 111 013 1590 43 214 107 226 95 5% 2,0

Desvio Padrio 0,61  +0,04 0,01 0,01 +0,01 +0,01 +0,01 #0,01 +0,01 001 *001 4901

CE: Condutividade elétrica; pH: potencial hidrogenidnico; CTC: Capacidade de troca de cations; V= saturagéo por base;

As caracterizac@es fisicas dos solos (Tabela 3), foram realizadas por meio de
andlises de granulometria, separando as fracGes em areia fina, areia grossa, silte e argila;
argila dispersa em agua pelo método do densimetro; densidade do solo pelo método da
proveta e densidade de particulas pelo método do baldo volumétrico (Teixeira et al.,
2017).

Tabela 3 - Caracterizacdo fisica dos solos utilizados no experimento (I e 1)

LUVISSOLO Ds Dp Pt AT AF AG Argila Silte tecx'f‘jizl ADA GF
g.cm? % g.kg? %
NAO SALINO
Média 1,53 2,70 4348 70,9 547 162 5067 4224 Argilosiltosa 12493 70,42
Desvio Padrdo 0,01 #0,03 +0,01 0,60 +0,70 +0,50 #1,20 +0,01 $0,01 0,01
SALINO
Média 1,68 2,74 3894 630 489 141 4629 4741 Argilosiltosa 17529 63,03
Desvio Padrio +0,01 0,03 +0,01 0,80 +1,00 +0,50 0,80 +0,01 $0,01 0,01

Ds: Densidade do solo, pelo método da proveta; Dp: Densidade de particula, pelo método do baldo volumétrico; PT:
Porosidade total; AT: Areia total; AG: Areia grossa;AF: areia fina;ADA: Argila dispersa em &gua; GF: Grau de
floculacéo.
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As unidades experimentais foram compostas de um sistema fechado, sem
drenagem, composto por vasos de polietileno, com 15 cm de altura e capacidade de 5 L,
dispostos em fileiras com espagamento de 0,5 m, preenchidos com os solos coletados.
2.3.1. Delineamento experimental e tratamentos

Dois experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados.
O experimento | (EXP 1), realizado no periodo de 17/04/2023 a 17/05/2023 (30 dias),
consistiu na avaliagdo da toleréncia ao Cd da A. nummularia Lindl. As plantas foram
cultivadas sob seis concentragdes de Cd no solo (0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg kg™) em dois
solos de mesma ordem e classe textural, porém um de carater salino (LS) e outro nao
salino (LNS). As doses foram escolhidas com base nos valores limites de investigacao do
metal no solo segundo a Resolugdo CONAMA 420/2009 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (Conama, 2009) e em estudos com diferentes espécies de Atriplex (Manousaki;
Kalogerakis, 2009; Eissa et al., 2017; Zhang et al; 2016).

Para o experimento Il (EXP Il), realizado no periodo de 16/09/2023 a 16/10/2023
(30 dias), foi selecionado uma dose de Cd utilizando como indicador de tolerancia a
variavel de biomassa seca da parte aérea. A dose selecionada foi a que as plantas
cultivadas apresentaram o maior valor para BMSpa no LS em relagéo ao LNS. Assim, as
plantas foram cultivadas no LS irrigado com cinco concentragGes distintas de NaCl (0,
50, 100, 150 e 200 mmol L) com o objetivo de verificar a influéncia do incremento das
concentracOes salinas na absorcdo e tolerancia da A. nummularia Lindl. aos metais

pesados, conforme esquema abaixo (Figura 2).
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Figura 2 - llustragdo esquematica: A. Experimento | e B. Experimento |1

2.3.2. Andlise de dados
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O EXP | foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, e analisado em
esquema fatorial (2x6) relativo a dois Luvissolos (LNS e LS) e seis teores de Cd no solo
(0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg kg™), com 4 repeticdes totalizando 48 unidades experimentais.
Jad o EXP. Il também seguiu o delineamento em blocos casualizados com plantas
cultivadas no LS, com uma dose de Cd escolhida com base na Biomassa Seca da Parte
aérea do EXP I, submetidas a irrigacdo com cinco concentracées distintas de NaCl (0, 50,
100, 150 e 200 mmol Lt), e 4 repeticdes totalizando 20 unidades experimentais.

Os resultados obtidos foram organizados, tabulados e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com o teste F. As interagdes e fatores quantitativos avaliados que
apresentaram diferenca significativa de 5 ou 1%, por meio da ANOVA, foram
desdobradas e submetidas a analise de regresséo, verificando significancia e melhor ajuste
através da avaliacdo do coeficiente de regressdo (R2). Os fatores qualitativos que
apresentaram diferenca significativa de 5 ou 1% foram submetidos a teste de média de

Tukey. Foi realizado também avaliacdes das médias, medianas, modas e desvio padrao.

2.4. Cultivo da Atriplex nummularia

Mudas de A. nummularia Lindl. provenientes do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) foram cultivadas em ambiente protegido em vasos de 60 L para
formacdo de matrizes. Apartir destas, novas mudas, de ambos experimentos, foram
propagadas por estaquia, utilizando uma unica planta como matriz para minimizar a
variabilidade genética.

As mudas foram cultivadas inicialmente em sacos de polietileno contendo areia
lavada como substrato e irrigadas diariamente com solucdo nutritiva de Hoagland; Arnon
(1950) a ¥ de forca ibnica. Apos sessenta dias apos plantio, estando completamente
enraizadas e aclimatadas, as mudas foram tiradas da areia lavada e transplantadas para os
vasos de polietileno ja caracterizados, onde permaneceram até o final do experimento
(Figura 3).
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Figura 3 — (A) Mudas de A. nummularia Lindl. propagadas por estaguiamento e cultivadas em
areia lavada e solucdo nutritiva; (B) Mudas de A. nummularia Lindl. no momento de transplantio,
evidenciando suas raizes. (C) Preparacdo dos vasos com Luvissolo de caratér salino e ndo salino
jacontaminado com doses crescentes de Cd para receber as mudas. (D) Finaliza¢do da montagem
do experimento | com o tranaplantio das mudas de A. nummularia Lindl. para vasos com
Luvissolo de caratér salino e ndo salino contaminado com doses crescentes de Cd.

2.5. Incubacédo das doses de cadmio

No EXP I os solos foram incubados com solu¢des de cloreto de cadmio (CdCly),
de forma a obter seis concentragdes distintas: 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg kg™ de Cd. Apds
a adicdo das solucGes, a umidade do solo das unidades experimentais foi ajustada para
80% da capacidade maxima de retencdo, a qual foi mantida através da reposi¢do diéria de
agua perdida por evaporacdo. Esse manejo foi mantido por 30 dias com o objetivo de
obter o equilibrio quimico. No EXP Il a incubacdo do solo seguiu a mesma metodologia,

porém utilizou-se apenas uma dose de Cd escolhida conforme descrito na secao 2.3.

2.6. Manejo da agua

A irrigacéo foi realizada diariamente sempre no final da tarde utilizando uma
balanca digital, cuja reposicdo foi baseada na agua perdida por evapotranspiracdo, de
modo a manter o solo a 80% da capacidade maxima de retencéo.

Para 0 EXP I, a irrigacdo foi realizada diariamente com agua de abastecimento
local, com condutividade elétrica (CE) caracterizada, apresentando média de =~ 0,07 dS.m"
! Para o EXP II, a irrigacdo inicialmente se deu através da aplicacdo de NaCl via agua de
irrigacdo de forma gradual e proporcional até atingir as concentragdes de 0, 50, 100 150
e 200 mmol L.

Todas as analises, de ambos os experimentos, foram realizadas apds 30 dias da

aclimatacdo das plantas aos tratamentos. Este tempo foi estimado suficiente para
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avaliacdo das mudancas fisiologicas e anatdbmicas da espécie, dada as condicOes

experimentais impostas.

2.6. AvaliacOes biométricas (Determinacdo da biomassa fresca e Seca da parte

aérea, raiz e area foliar)

Aos 30 dias apos o inicio da aplicacao dos tratamentos, de ambos 0s experimentos,
as plantas foram cortadas na altura proximo a superficie do solo, acondicionadas em
caixas de isopor com gelo e levadas ao laboratério onde foi determinado a massa fresca
(MF) da parte aérea, contendo caule e folhas.

As raizes foram coletadas retirando-se o excesso de solo e posterior lavagem em
torneira com agua corrente até completa retirada de solo. A lavagem foi realizada com
auxilio de peneira de 2 mm, para evitar perdas de material, apos a lavagem, as raizes
foram envolvidas em papel toalha para retirada do excesso de agua e quantificado o peso
fresco das raizes.

Para obtencdo da massa seca (MS), parte aérea (folha + caule) e raizes foram
acondicionadas em embalagem de papel e colocadas em estufa de circulagdo forgcada com
temperatura de 65 °C até adquirem peso constante.

A area foliar (AF) foi estimada com base no método dos discos foliares e consistiu
na coleta de discos foliares de area conhecida (Area do disco ~ 0,2 cm?). Os discos foram
acondicionados em embalagens de papel, levados para secagem em estufa (65° C por 72

horas) e pesados posteriormente obtendo-se a massa seca. A area foliar foi estimada pela

AF= (MSF + MSD) *ADFMSD Equacdo 1(Souza et al., 2012).

_ (MSF+MSD)+*ADF
- MSD

AF Equacéo 1

Em que:

AF = area foliar estimada (cm?);
MSF = massa seca das folhas (g);
MSD = massa seca dos discos (g);

ADF = area do disco foliar retirado da folha (cm?);

2.7. Concentracdo de metais e solutos inorganicos na planta
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A determinagdo das concentragbes de metais e solutos inorganicos foram
realizadas na parte aérea (folha + caule) e tricomas das folhas das plantas aos 30 dias ap6s

a imposicéo dos tratamentos de ambos o0s experimentos.

2.7.1. Remocao dos tricomas e medicao das concentragdes de Na*, K * e Cd

Para a remocdo das tricomas, aproximadamente 1g de peso fresco das folhas
foram coletados e submetidas a escovacdo usando uma escova de nailon, extraindo as
estruturas das superficies adaxial e abaxial das folhas em 20 mL de agua deionizada
(Figura 4), conforme descrito por Tsutsumi et al. (2015), obtendo uma solugdo com o

contetdo dos tricomas. As folhas escovadas foram secas em estufa a 80°C por 72 h, e 0

peso seco (PS) foi determinado.

Figura 4 — Processo de extracdo dos tricomas: (A) Coleta das folhas; (B) Escovacéo das folhas
com auxilio de pincel; (C) Folha de A. nummularia Lindl. com lado direito escovado e lado
esquerdo ndo escovado; (D) Lavagem das folhas e pincel; (E) Superficie da A. nummularia Lindl.
com a presenca dos tricomas; (F) Superficie da A. nummularia Lindl. no processo de remogao
dos tricomas; (G) Superficie da A. nummularia Lindl. com remog&o total dos tricomas;

Para determinar a exclusdo de céations nestas estruturas, ao final de cada
experimento, a solugéo obtida na extrac&o dos tricomas foi levada a banho-maria a 90°C
por 1h para extracdo dos elementos Na* e K*, sendo determinados usando um fotémetro
de chamas (Modelo: DM-64-5E, Digimed).

A mesma solucdo extraida foi utilizada para determinacdo de Cd nos tricomas
foliares através da leitura por espectrometria de emissdo 6tica com plasma (ICP-
OES/Optima 7000 Perkin Elmer).

2.7.2. Concentracgdo de metais nos tecidos do foliares
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Ao final de cada experimento, amostras da parte aérea (folha + caule) e raiz das
plantas foram coletadas e armazenadas em sacos de papel previamente identificados e
colocadas para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 65°C até atingir peso
constante, depois as amostras foram moidas utilizando em moinho de bolas (Modelo: R-
TE-350, Tecnal).

Posteriormente, subamostras de 0,5 g do material vegetal foram digeridas com
HNO3z + H202 (3:1) num forno de micro-ondas (Milestone-Ethos Easy) a 180°C por 10
minutos, de acordo com a metodologia 3050B modificada (USEPA, 1996).

Os extratos obtidos na digestdo, foram filtrados (& < 2,0 um) e seu volume
completado até 25 mL em baldes volumétricos com agua ultrapura. As amostras foram

armazenadas a 4°C para posterior analise por ICP-OES.

2.8.4. Microscopia de varredura eletronica da superficie da folha e concentracéo

de metais nos tricomas

Ao final de ambos os experimentos, foi realizada uma caracterizacao da superficie
foliar das plantas cultivadas através do Microscopio Eletronico de Varredura.

A avaliacdo foi realizada conforme De castro, (2002), com modificag¢des, no qual
segmentos das folhas de A. nummularia Lindl. passaram por processo de fixacao de suas
estruturas com auxilio de solucdo tampdo Karnovsky (Karnovsky 1965) até o
processamento das amostras para analise. As amostras foram lavadas triplamente 24h
antes da avaliacdo com tampéo Cacodilato (Sodium cacodylate trihydrate), desidratado
em série etilica crescente e levado a secagem em dissecador contendo silica.

Posteriormente, para avaliagdo as amostras foram colocadas em Stubs com
auxilio de fita de carbono (Figura 5 A) e coberta com uma fina ldamina de ouro em
metalizador (Metalizer, 145 mod. Denton Desk Il Sputter Coater, Torontech Group
International, Markham, ON, Canada) (Figura 5 B). Apds este procedimento as amostras
foram levadas ao Microscopio Eletrénico de Varredura (Scanning Electron Microscope,
147 mod. JSM-5600LV, Jeol, Peabody, MA, USA) (Figura 5 D) onde foram
fotomicrografadas bem como avaliado os elementos que se encontravam na superficie

das através de Energia Dispersiva de Raio-X (EDX) (Figura 5 E).
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Figura 5 — Processo para obtencao de imagens na microscopia de varredura eletrénica (MEV) de
folhas de A. nummularia Lindl. para Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS)
contaminado com doses crescentes de Cd. (A) Secdes de folhas da A.nummularia postas em Stubs
com auxilio de fita de carbono; (B) Processo de laminagdo com ouro através do Metalizador; (C)
Amostras apds metalizacdo; (D) Insercdo das amostras no MEV; (E) Avaliacdo das amostras no
MEV com auxilio da Energia Dispersiva de Raio-X (EDX).

2.9. Densidade de tricomas

Para contabilizacdo dos tricomas da superficie foliar foi realizada a observagédo da
epiderme pela dissociacdo epidérmica das folhas de A. nummularia Lindl. da regido do
apice, terco médio e base, na qual as folhas foram submersas em solucédo de hipoclorito
de sodio a 60%, em seguida coradas com azul de metileno (1%) e fixadas nas laminas
com glicerina (50%).

As laminas foram observadas em microscépio fotdnico acoplado a uma camera
para a captura de imagens, que foram utilizadas para contabilizar a densidade de tricomas
com auxilio do programa Image J, no qual as imagens foram processadas, tratadas e 0s
tricomas contabilizados e divididos pela area visualizada (mm?) (Figura 6) (Schneider et
al., 2012).
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Figura 6 - Processos para obtencdo da densidade de tricomas de A. nummularia Lindl. para
Luvissolo de carater salino e ndo salino contaminado com doses crescentes de Cd. (A) Lamina da
epiderme foliar; (B) Obtencéo das imagens dos tricomas com auxilio de Microscopio com cdmera
acoplada; (C) Imagem obtida dos tricomas; (D), (E) e (F) Tratamento da imagem e contabilizacéo
dos tricomas através dos pedunculos;

2.10 Avaliacdes das relacdes hidricas
2.10.1 Potencial Hidrico (‘¥w)

A determinacéo do potencial hidrico foliar foi realizada ao final do Experimento
Il antes do amanhecer (predawn) aos 30 dias ap0s o inicio da aplicacdo dos tratamentos.
Ramos e folhas do tergco médio de cada planta foram selecionadas e levadas a cdmara de
pressdo de Scholander (Scholander et al., 1965), na qual as determinacdes foram
realizadas. Para a leitura foi realizado um corte em bisel com auxilio de uma ldmina
cortante, para restabelecimento do equilibrio hidrico do peciolo e auxilio de uma lupa
para facilitar a visualizacdo da extrusdo da seiva. Apos este procedimento o peciolo foi
posicionado na camara e submetido a uma pressao de fluxo constante até visualizacdo da
primeira gota na superficie do corte, anotando-se, neste momento, o valor da presséo

exercida em KPa.e convertido para Mpa.

2.10.2 Potencial Osmotico (Vo)

Para a determinacdo do potencial osmotico foi utilizado o material vegetal ja
coletado por ocasido da avaliagdo de potencial hidrico, realizado aos 30 dias de aplicacéo
dos tratamentos. A amostra foi macerada em nitrogénio liquido, a seiva obtida nesse

processo foi filtrada em tecido musseline e centrifugada a 10.000 g por 15 mina 4 °C. O
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sobrenadante foi separado e uma aliquota de 10 pL foi utilizada para a determinag&o da
osmolalidade do tecido com osmémetro de presséo de vapor (Paulino et al., 2020)

Os valores obtidos em mmol kg™ foram convertidos em potencial osmético, por
meio da equagdo de Van’t Hoff (Equacéo 2).

Yo = —RTC Equacéo 2

Em que:
R= Constante geral dos gases (0,00831 kg MPa mol™* K1)
T= Temperatura em Kelvin (K)
C= Concentragdo do soluto (mol kg™t)

2.10.3 Potencial de Pressao (Wp)

A estimativa do potencial de presséo foi feita a partir dos valores obtidos nas
determinac@es de potencial hidrico e potencial osmético. Admitindo-se que o potencial
hidrico é igual ao somatdrio do potencial osmético e de pressdo (Equacéo 3 e 4).

Yw= %o + ¥p Equacéo 3

Yp=%w—- Wo Equacéo 4

2.10.4 Construcéo da Curva Pressao-Volume (Curva PV)

A confeccdo da Curva PV foi realizada através das técnicas utilizadas por Fanjul;
Barradas (1987) e adaptadas por Lins et al. (2018). Ao final do experimento Il, foram
selecionadas folhas e estas foram coletadas estando completamente submersas em agua
deionizada através de corte com auxilio de uma tesoura, 0s quais posteriormente passaram
por todos os processos anotando o volume de seiva coletado e a presséo correspondente
foram anotados para construcdo das Curvas PV, conforme modelo apresentado na Figura
7.
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Figura 7 - Representacdo da Curva Pressdo-Volume para obtencdo do potencial osmético a
pleno turgor (P0'%) através do prolongamento da regido linear. (Fonte: autora)

2.10.4.1 Potencial osmético a pleno turgor (Yo%) e Ajuste osmotico

O potencial osmético a pleno turgor para este estudo foi obtido através de duas
metodologias, a primeira através da osmometria e a segunda pela analise da Curva

Pressdo-Volume (Curva PV).

2.10.4.2 Potencial osmético a pleno turgor obtido por osmometria

Para obtencdo do potencial osmotico a pleno turgor por osmometria foram
selecionadas e coletadas folhas das plantas de cada tratamento, as quais foram
acondicionadas e transportadas para o laboratério de Fisica do Solo localizado no
Departamento de Agronomia do Campus SEDE da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, onde foram submetidas a saturacao ao escuro por um periodo de 24h para
atingir o pleno turgor.

Passado esse tempo, 0 excesso de agua na folha foi cuidadosamente retirado com
o0 auxilio de papel toalha. Apds esse processo, a folha foi macerada em nitrogénio liquido
e a seiva extraida foi filtrada e centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C para leitura
da osmolalidade em osmbmetro por pressdo de vapor pipetando-se uma aliquota de 10

puL do sobrenadante derivado da centrifugacao. As leituras obtidas no osmometro por
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pressdo de vapor sdo dadas em mmol kg™ e convertidos em MPa partir da equacéo de

Van’t Hoff, conforme Equagdo 02 ja mencionada no subitem 6.7.2.

2.10.4.3 Potencial osmético a pleno turgor obtido por Curva PV

A partir da construcdo das Curvas PV descrita no topico 6.7.4 foi possivel estimar
o potencial osmético a pleno turgor (Yo'l®). O ajuste das Curvas PV seguira 0 modelo
desenvolvido por Schulte and Hinckley (1985) e a equagéo desenvolvida para estimar o
potencial osmético a pleno turgor (¥o'®) foi realizada a partir do prolongamento da
regido linear, estimada através de regressao linear, da curva ao eixo Y conforme indicado

na Figura 7.

2.10.4.4 Calculo do Ajuste Osmatico

De posse dos dados que foram obtidos nas andlises anteriores o ajustamento
osmatico foi estimado a partir da equagdo 5 (Blum, 1989).

— 100 100 2
Aototal = Yo Controle — Yo Estressadas Equa(;ao S

Em que:

AOotal € 0 ajustamento osmatico total;

Pol%onirole € 0 potencial osmotico das plantas que ndo foram submetidas ao estresse
salino a pleno turgor;

Wol%%ressadas 0 potencial osmotico das plantas submetidas ao estresse salino e hidrico a

pleno turgor.

2.10.5 Mddulo de elasticidade

Através da Curva PV (Figura 8), além da estimativa do potencial osmético a
pleno turgor (Yo%) descrito anteriormente, também é possivel obter pardmetros como o
potencial osmético a zero turgor (Yo°) sendo estimado através da projecdo do primeiro
ponto de inflexdo da curva no eixo Y, teor relativo de agua no ponto de perda de turgor
(TRA) derivado das coordenadas X e Y do primeiro ponto da regido linear das curvas P-
V, a fracdo de agua apoplastica (AF) é obtida prolongando a regiéo linear da curva P-V
até o eixo X e o modulo de elasticidade (¢) estimado através da Equacdo 6 (Patakas e
Noitsakis, 1999; Gambetta et al., 2020; Candar et al., 2023).
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de turgor (TRA,); Fracdo de agua apopléstica (AF). (Fonte: autora)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AvaliagOes do Experimento |

3.1.1. Avaliagdes biométricas

3.1.1.1. Biomassa fresca (BMFpa) e seca (BMSepa) da parte aérea, Area foliar (AF) e

Biomassa fresca (BMFR) e seca (BMSR) da raiz

A Biomassa Fresca da Parte Aérea (BMF pa) do experimento de tolerdncia ao
Cd, apresentou diferenga significativa (p<0,01) para o fator doses de Cd, exibindo
comportamento quadratico com valor minimo de 9,06 g referente a uma dose de 35,28

mg kg, uma reducio de 49,74% em relacio a planta cultivada sem Cd (Figura 9).
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Figura 9 - Biomassa fresca da parte aérea (BMFpa) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd.
Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e * (p <0,05).

Estudo com a mesma espécie, cultivada em condi¢des hidrop6nicas, também
observaram a reducdo da BMFpa com o incremento das doses de Cd com redugdes de 68
e 76% para plantas de A. nummularia Lindl. cultivadas nas concentragdes de 200 e 300 uM
de Cd, respectivamente (Nedjimi et al., 2022). Da mesma forma, a espécies A. halimus
exibiu 0 mesmo comportamento com o aumento das concentragcdes de Cd na solugédo
nutritiva chegando a reduzir 81% da sua BMF pa na concentragdo de 400 uM de Cd
(Nedjimi; Daoud, 2009).

Avaliando a é&rea foliar (AF), verifica-se que houve interacdo significativa
(p<0,01) para as caracteristicas dos Luvissolos, exibindo valores 48, 38 e 22% maior para
o solo de carater salino em relacdo a média do ndo salino para as doses de 0, 10 e 20 mg
kg™ de Cd, respectivamente. A partir da dose de 28,91 mg kg™ a AF das plantas cultivadas

no LS se iguala as do LNS e reduzem nas doses sucessivas (Figura 10Figura 10).
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Figura 10 — Area Foliar (AF) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino
(LS) e néo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. SignificAncia dos coeficientes

de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

Com os resultados obtidos da AF, é possivel observar que o LS apresentou maior
area que o LNS, tendo seu crescimento estimulado com uma média de crescimento até
proximo a dose de 30 mg kg™de Cd, sendo este resultado um indicativo da contribuicio
da salinidade no desenvolvimento da A. nummularia Lindl., mesmo em solos

contaminados por Cd.
A Biomassa Seca da Parte Aérea (BMSpa), variavel escolhida para determinar a

dose utilizada no EXP Il, apresentou interacdo significativa (p<0,01) entre as

caracteristicas dos solos (Figura 11).
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Figura 11 - Biomassa seca da parte aérea (BMSpa) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p < 0,05).

Foi observado uma reducéo linear de 0,229 de BMSpa mg kg™ de Cd nas plantas
cultivadas no LS, porém, até a dose de 34,25 mg kg* de Cd, a qual ambos atingiram valor
de 6,079 de massa seca, as plantas cultivadas no LS apresentaram maior massa seca em
relacdo as do LNS, exibindo valores de 55, 47, 34 e 14% maior que a média das plantas
cultivadas no LNS nas doses de Cd de 0, 10, 20 e 30 mg kg2, respectivamente.

Mesnoua et al. (2016) cultivando A. halimus em 20% de solugdo nutritiva de
Hoagland & Arnon com doses crescentes de Cd, verificou redugfes significativas na
BMSea cOm 0 incremento das doses, relatando ainda que 28% das plantas tratadas com
400 e 650 uM de Cd nédo conseguiram sobreviver ap0s 22 dias de tratamento. Observou-
se ainda clorose nas folhas de A. halimus a partir de 200 uM Cd, tornando-se mais
pronunciada com a elevagdo dos niveis de Cd.

Em estudo da A. halimus em condicBes hidropdnicas na presenca de sais, Lefévre
et al. (2009), observaram que a presenca de Cd na auséncia de sal, reduziu ligeiramente
0 comprimento total da parte aérea apds 24 dias de tratamento.

Poucos se sabe ainda sobre o comportamento das espécies de Atriplex no solo
contaminado por metais pesados. Eissa e Abeed (2019), estudando a A. lentiformis
cultivada em solo franco-arenoso, verificaram que o aumento do nivel de Cd de 0 para
200 mg kg%, reduziu o peso seco da parte aérea, a altura das plantas, o nimero de folhas

e a area foliar em 25, 23, 33 e 33%, respectivamente.
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De maneira geral, as plantas submetidas a altas concentra¢c6es de Cd sofrem danos
causados pela toxidez desse elemento, exibindo clorose, diminui¢cdo do crescimento,
senescéncia e perda no seu rendimento (Niu et al., 2023).

Desta forma, é importante destacar que nas plantas do EXP | ndo foi observado
sintoma de clorose, ou de deficiéncias nutricionais nas plantas de A. nummularia Lindl.
até o tltimo dia do experimento. Os dados obtidos, validam a hipotese de que a salinidade
é estimulante ao crescimento das plantas de A. nummularia Lindl. no seu ambiente de
cultivo mesmo na presenca de Cd, uma vez que na presenca de salinidade foram
observados maiores valores de BMSepa até a dose de 30 mg kg™. Além disso, chama-se
atencdo ao fato da espécie manter tanto sua BMFpa quanto a BMSpa até a dose de 50 mg
kg™ Cd no LNS, indicando certa tolerancia da A. nummularia Lindl. ao metal pesado.

Yan et al. (2020) relatam que na técnica de fitoextracdo as espécies vegetais
escolhidas, devem apresentar alta toleréncia aos efeitos toxicos dos metais pesados, alta
capacidade de produzir biomassa e/ou acumular altos niveis de metais pesados nas partes
aéreas e rapido crescimento. Diante disto, a A. nummularia Lindl. apresenta-se como uma
espécie promissora na fitoextracdo de Cd em solos contaminados até a dose de 50 mg kg
! de Cd e até a dose de 30 mg kg™ em solos com contaminag&o simultanea de sais e Cd.

A Biomassa fresca da raiz (BMFr) ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
nas relacdes estudadas, ja a Biomassa seca da raiz (BMSR) apresentou interacdo
significativa (p<0,01) para as diferentes doses de Cd e atributos do solo com ajuste linear
decrescente para o LS (Figura 12).

A LNS PES
BMS; viep, = 2,14 BMS; = 3,4751 - 0,0636**Cd
°0 1 R? = 0,8442

0 10 20 30 40 50
Doses de Cd (mgkg™)
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Figura 12 - Biomassa seca da raiz (BMSg) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Significancia
dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

Até a dose de 21,02 mg kg? de Cd as raizes das plantas cultivadas no LS
apresentaram massas secas 38, 25 e 3% superiores as LNS, nas doses de 0, 10 e 20 mg
kg™ respectivamente. A BMFr do LS continuaram a reduzir com o incremento das doses,
0 que ndo aconteceu com LNS que manteve a média de 2,14g de BMSr.

Nedjimi et al. (2022) também ndo observaram diferenca significativa na BMFr
nas plantas de A. nummularia Lindl. submetidas as doses de 200 e 300 uM de Cd na
solucdo nutritiva, porém apresentou reducdes de 50 e 78% para as respectivas doses de
Cd.

Um sistema radicular extenso, é outra caracteristica importante para indicacao de
culturas em programas de fitoextragdo (Awa et al., 2020). Zhang et al., (2020) estudando
a halofita S. glauca, verificaram que o aumento do Cd no solo, sem adicao de sal, inibiu
biomassa radicular, com reducdo de cerca de 39% para as plantas cultivadas em 6 mg
kg~* de Cd quando comparada as plantas controle, relatando ainda que o fornecimento de
NaCl mitigou o declinio da biomassa induzido por Cd na espécie.

Nesse contexto, a manutengéo da BMSr das plantas cultivadas no LNS, verificadas
nessa pesquisa, contribui também para a indicacéo de tolerancia da A. nummularia Lindl.
a contaminacéo de Cd no solo. Além disso, verifica-se uma possivel mitigacao do estresse
causado pelo Cd decorrente da presenca da salinidade exibindo maiores BMSr até a dose
de 20 mg kg™

3.1.1.2. Avaliagdes das Relac¢des Hidricas

3.1.1.2.1. Potencial Hidrico Foliar (‘¥w), Potencial Osmético (‘Wo) e Potencial de
Pressao (¥p)

As plantas do teste de tolerancia ndo apresentaram diferenca significativa, no
Potencial Hidrico Foliar (Yw) para as doses de Cd no solo. Entretanto houve diferenga
significativa (p<0,05) para o fator salinidade do solo com valores 30% maior para 0 LNS

em relacdo ao LS (Figura 13).
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Figura 13 - Potencial hidrico foliar de A. nummularia cultivada em Luvissolo de carater salino
(LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Em condi¢bes normais, as concentracdes de metais pesados no solo geralmente
ndo alcancam niveis suficientes para causar disturbios osméticos nas plantas (Rucinska-
Sobkowiak, 2016). Assim, valores menos negativos de Ww nas plantas cultivadas em
solos de carater ndo salino, em comparagdo com as de carater salino, sdo esperados. Uma
vez que, a presenga de menor concentragdo de sais na solugdo do solo, torna-se maior a
energia livre de agua disponivel (Lins et al., 2018).

Por outro lado, em solos salinos, ocorrem limitagcdes osmaticas devido ao aumento
de solutos inorganicos na solucéo do solo, como sodio e cloreto em altas concentragdes
(Melo et al., 2018). Entretanto, a A. nummularia Lindl. apresenta mecanismos
bioquimicos em resposta a salinidade, como a sintese e alto acimulo celular de solutos
organicos e inorganicos ajustando-se osmoticamente (Santos et al., 2022).

Os valores de Potencial Osmotico (Wo), juntamente com o célculo de ajuste
osmotico (AO) evidenciam esse mecanismo acima citado. Nesta pesquisa os valores de
Yo, obtido através de osmometria, apresentaram interacdo significativa (p<0,01) entre as
caracteristicas dos solos e doses de Cd, exibindo comportamento quadratico em ambas as

caracteristicas do solo (Figura 14).
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Figura 14 - Potencial Osmoético (Wo) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo
de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd.
Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

Os dados apresentados exibem valores mais negativos para as plantas cultivadas
em solos de carater salino. Os valores minimos de ambas as caracteristicas, foram de -
3,72 e -4,57 Mpa para o LNS e LS respectivamente, em doses de 26,5 e 26 mg kg™ de
Cd.

Han et al. (2012), estudando a halofita Kosteletzkya virginica, em condicGes
hidroponicas, exposta a 10 uM de Cd na auséncia ou presenca de 50 mM de NacCl,
verificaram que a adicdo de sal ao tratamento com Cd, diminuiu o Wo da raiz (p<0, 05),
exibindo média de aproximadamente -0,8Mpa, mas nao teve impacto no Yo da folha
comparativamente ao Cd sem o sal, exibindo médias de aproximadamente -1,8MPa.

Em condigdes hidroponicas, Lefévre et al. (2009) verificaram que o Wo da A.
halimus expostas a 50 uM de Cd reduziram em resposta a aplicagdo dos sais a NaCl, KCI
e NaNOs, com médias de aproximadamente -3,5; -4 e -3 MPa respectivamente, além disso
observaram que o Cd adicionado a solugdo nutritiva na auséncia de sais também reduziu
Yo, porém, em menor grau que 0s sais.

A literatura é escassa quanto aos parametros de relacdes hidricas com estresse
simultaneo entre salinidade e metais pesados. Porém, a resposta de halofitas, sobretudo

em espécies de Atriplex submetida a salinidade é vastamente documentada, apontando
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reducdes nos valores de Yw e Wo com incremento da salinidade (Hassine e Lutts, 2010;
De Souza et al., 2012; Lins et al., 2018; Paulino et al., 2020).

O Potencial de Pressdo (Wp) ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05)
dentre os fatores estudados, indicando que a diferenca observada entre as caracteristicas
do solo no Ww, foram influenciadas prioritariamente pelo YWo. Da mesma forma, o ajuste
osmotico (AO) ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os fatores avaliados
(Figura 17).

3.1.1.2.2. Parametros da Curva Pressdo Volume (Curva PV)

A variavel de Potencial Osmético a Pleno Turgor (Wo!®), obtida pela Curva PV
apresentou interacdo significativa (p<0,01) entre as carateristicas do solo, com uma
reducdo nos valores do LS com o incremento das doses de Cd, reduzindo 55% na maior

dose em relacdo ao controle (Figura 15).
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Figura 15 - Potencial Osmético a Pleno Turgor (Wo!%) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de carater salino (LS) e néo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

A partir da dose de 18,54 mg kg de Cd, o LS exibiu W0'® mais negativos em
relacdo ao LNS, com reducgdes de 2, 19, 36 e 52% para 20, 30, 40 e 50 mg kg7,
respectivamente no LS. Da mesma forma, o0 Potencial Osmoético a Zero Turgor (WoP)
também apresentou interagdo significativa (p<0,01) entre as carateristicas do solo, com
uma reducgéo nos valores do LS com o incremento das doses de Cd, reduzindo 52% na

maior dose em relacdo ao controle (Figura 16).
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Figura 16 - Potencial Osmdtico a zero turgor de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de caréater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes
de Cd. Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

A partir da dose de 15,89 mg kg™ de Cdo LS exibiu Yo mais negativos em relagio
ao LNS, com reducdes de 7, 23, 39 e 55% para 20, 30, 40 e 50 mg kg, respectivamente
no LS. Os parametros da Curva PV, expressam condicOes intracelulares das plantas
cultivadas sob os diferentes tratamentos (Paulino et al., 2020).

Desta forma, com os dados obtidos, é possivel verificar a interacdo entre a
salinidade e as doses crescentes de Cd, no qual, tanto o Yo% como o Wo° apresentaram
reducdes significativas (p<0,01), sendo estas respostas intracelulares. Ou seja, 0 aumento
das doses de Cd no solo salino ativou uma resposta osmotica intracelular para superacao
de um possivel estresse causado na A. nummularia Lindl.

A reducgdo do Yo é uma caracteristica da A. nummularia Lindl., principalmente na
presenca de sais, a qual é resposta a compartimentacdo dos sais tanto nos vacutolos
celulares quanto nas células especializadas denominadas tricomas ou vesiculas (De Souza
et al., 2012; Paulino et al., 2020).

Desta forma, acredita-se que a espécie utilizou-se de algum mecanismo
adaptativo, como o acumulo de solutos no seu vacuolo e tricomas vesiculares para ajustar-
se osmoticamente, mantendo seu desempenho hidrico. O célculo de Ajuste Osmotico
obtido através da Curva PV (AOcuwa pv) COrrobora com esta afirmagédo, apresentando

interacdo significativa (p<0,01) entre as carateristicas do solo, exibindo aumento nos
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valores do LS com o incremento das doses de Cd, com um ajuste 88% maior na dose de

50mg kg em relacio as plantas cultivadas sem Cd (Figura 17).
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Figura 17 - Ajuste osmético de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de caréater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Significancia
dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

Além disso, a partir da dose de 11,27 mg kg de Cd o LS apresentou AOcyra pv
maiores em relagcdo ao LNS, com incrementos de 33, 51, 62 e 68% para 20, 30, 40 e 50
mg kg, respectivamente no LS.

A0 passo que, 0 ajuste osmotico ocorre ndo sO através da sintese de solutos
compativeis, como carboidratos, prolina, glicinabetaina entre outros que auxiliam na
superacdo de estresses abidticos, mas também pelo acimulo de solutos inorgénicos
(Dourado et al., 2019).

O resultado obtido no cultivo de A. nummularia Lindl. em LNS indicam também
a tolerancia da espécie a elevadas concentragcdes de Cd, uma vez que a mesma nao
apresentou necessidade de ajustar-se osmoticamente.

Semelhante a0 AOcurna pv, 0 Modulo de Elasticidade (€) apresentou interacdo
significativa (p<0,05) entre as carateristicas do solo, exibindo aumento de 0,73MPa nos
valores do LS por mg kg das doses de Cd, com aumento de 61% maior na dose de 50

mg kg em relacdo as plantas cultivadas sem Cd (Figura 18).
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Figura 18 — Modulo de Elasticidade de A. nummularia L. cultivada em Luvissolo de carater salino
(LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Significncia dos coeficientes
de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

A partir da dose de 12,81 mg kg* de Cd o LS apresentou € maiores em rela¢io ao
LNS, com incrementos de 16, 38, 60 e 83% para 20, 30, 40 e 50 mg kg, respectivamente
no LS. Alem disso, 0 LNS exibiu 0 mesmo comportamento que as demais variaveis da
Curva PV, sem alterag&o significativa com o incremento das doses de Cd.

A elasticidade da parede celular, também esta relacionada a pressdo de
turgescéncia das células vegetais e consequentemente com as propriedades reversiveis
das paredes celulares (Saito et al., 2006; Tsugawa et al., 2022).

Corroborando com os dados obtidos, outros estudos apontam que espécies que
necessitam ajustar-se osmoticamente, acumulando altas concentragcbes de solutos,
necessitam de uma parede celular rigida para manter a integridade celular ou reidratacdo

apos um periodo de estresse (Clifford et al., 1998; Paulino et al., 2020).

3.1.1.3. Avaliac@es dos Solutos Inorganicos Experimento |

3.1.1.3.1. Teor de Sdédio (Na*pa), Cloro (Clra), Potassio (K'pa) e Cadmio (Cdpa) Na
Parte Aérea, Teor de Cadmio (Cdr) na Raiz e Fator de Translocacdo (FT) do

Experimento |

O Teor de Sodio na Parte Aérea (Na'pa), apresentou diferenga significativa
(p<0,01) apenas para a caracteristica salinidade do solo, no qual o LS demonstrou

acimulo de 48% maior que o LNS (Figura 19 A).
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Figura 19 — Teor de Sédio (Na*pa), Cloro (Clea) e Potéssio (K*pa) na Parte Aérea de A.
nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado
com doses crescentes de Cd. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01)
e *(p<0,05)

Da mesma forma, o Teor de Cloro na Parte Aérea (Clpa) apresentou diferencga
significativa (p<0,01) apenas para a caracteristica do solo, com o LS apresentando
acimulo 27% maior que o LNS (Figura 19 B). Desta forma, com os dados obtidos €
possivel observar que a A. nummularia Lindl. manteve seu potencial de fitoextracdo de
Na*pa € Cl'paem solo de carater salino, independente do aumento das doses de Cd.

Em geral, a literatura relata que CI" e Na® sdo os dois principais elementos
extraidos em solos salinos, verificando o aumento desses ions em folhas de A.
nummularia Lindl. cultivadas sob solucéo salina (Flowers e Colmer 2008; De Souza et

al., 2011; Melo et al. 2018; Moura et al., 2019)

69



Mariem et al., (2015) avaliando a hal6fita Sesuvium portulacastrum, cultivada em
condigdes hidroponicas expostas a salinidade de 0,09 mmol e 200 mmol em 3 doses de
Cd (0, 25 e 50 uM), verificaram que 0 aumento das concentracdes de Cd aumentaram o
acimulo de Clpa na espécie, contudo o mesmo resultado ndo foi observado para o Na“pa,
o0 qual ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos.

O actmulo dos ions de Na* e CI™ na parte aérea de espécies halo6fitas € um
mecanismo adaptativo utilizado para manter a absor¢cdo de dgua sob condicdes salinas,
acumulando-os nos vacuolos e reduzindo o potencial osmético, sendo esse mecanismo
bastante eficiente no ajuste osmatico, pois o custo energético necessario para absorcao de
Na* e CI” € menor do que a sintese de solutos organicos (Meng et al., 2019).

Este fato é observado nesta pesquisa, uma vez que os dados de Yo (Figura 14)
apresentaram-se mais negativos no LS em comparagdo com LNS, possivelmente devido
a ndo s6 o acimulo de solutos compativeis, mas também dos ions de Na* e Cl" em sua
parte aérea.

Patel e Parida (2021) relataram também que, o maior acimulo de Na* na parte
aérea da Salvadora persica L tratada com Arsénico (As) sugere que o Na* pode ser
eficientemente compartimentado em vaclolos e participar do ajuste osmatico
contribuindo para a osmolaridade foliar, aliviando a toxicidade pelo metal.

O Teor de Potéssio na Parte Aérea (K*pa), apresentou interacdo significativa
(p<0,01), na qual o LS apresentou um comportamento linear, com uma reducéo nos teores
de K*pa com o0 incremento das doses de Cd, reduzindo 57% na maior dose (50 mg kg?)
relacdo ao controle (Figura 19 C).

O LS exibiu K*pa menores teores em relagdo ao LNS, com reducdes de 16 e 34%
para 40 e 50 mg kg*de Cd, respectivamente, a partir da dose de 30,72 mg kg™, proximo
a dose de maior acimulo registrado para Cdpa. Nedjimi et al., (2022) avaliando o
desempenho da mesma espécie em condicGes hidroponicas, na presenca de 0, 100, 200 e
300 uM de Cd mostrou um declinio significativo no K*pa registrando o menor acimulo
nas plantas cultivadas na maior dose de Cd.

O Teor de Cadmio na Parte Aérea (Cdpa), apresentou diferenca significativa
(p<0,01), para o fator dose e solo, separadamente, apresentando um comportamento
quadratico com o incremento das doses de Cd, com maior acimulo de Cd na dose de

39,58 mg.kg™, apresentando o valor de 52,80 mg kg™ (Figura 20).
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Figura 20 - Teor de Cédmio (Cdpa) na Parte Aérea de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%. Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p < 0,01) e *(p < 0,05).

Quanto ao fator salinidade do solo, as plantas cultivadas no LS apresentaram
maior acimulo de Cd na parte aérea, acumulando 48% mais Cd que as plantas cultivadas
em LNS. Esse resultado indica que a salinidade presente no ambiente de cultivo auxilia
no acimulo de Cd.

Corroborando com esta pesquisa, Nedjimi et al., (2022) observaram na A.
nummularia Lindl., que a concentragdo de Cdpa aumentou consideravelmente com o
aumento das concentragdes do elemento no ambiente de cultivo, chegando a acumular
~600 vezes mais Cd que nas plantas controle, nas raizes o acimulo apresentou 0 mesmo
comportamento, porém em menores proporgdes

Em condic¢des hidroponicas, Kahli et al., (2021), observaram um aumento no teor
de Cd nas raizes e folhas de espécies de Atriplex (A. canescens, A. nummularia Lindl. e
A. halimus) expostas a concentracdo de 50 uM de Cd, os maiores valores foram obtidos
nas folhas da A. nummularia Lindl. (1.900 mg kg?) e A. canescens (1.040 mg kg™?),
relatando ainda que a adi¢ao de sal estimulou o0 acimulo de Cd nas trés espécies ao final
do primeiro més de tratamento, principalmente na concentragao de exposi¢ao de 20 uM
CdCl..

O Teor de Cadmio na Raiz (Cdr), apresentou interacdo significativa (p<0,01), na
qual o LNS apresentou um comportamento linear, aumentando o acimulo de Cd com o
incremento nos das doses, apresentando teores 98% maior na dose de Cd de 50 mg kg

relagdo ao controle (Figura 21).
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Figura 21 - Teor de Cadmio na Raiz (Cdg) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Significancia
dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

O LS, apresentou comportamento quadratico, exibindo maior acimulo de Cd
(69,51 mg kg™?) na dose de Cd de 40,25 mg kg*. O acimulo de ambas as caracteristicas
de solo torna-se iguais na dose de Cd de 46,25 mg kg™, com 67,89 mg kg™.

Ishtiyaq et al. (2023) avaliando a A. halimus cultivada em solos com doses
crescentes de Cd (20, 50 e 100 mg kg™), verificaram o acimulo de Cd maior nas raizes
do que na parte aérea, com absorcdo de 16,7 e 8,0 mg kg, respectivamente. Por outro
lado, estudos com a mesma espécie verificaram comportamento contrario, no qual o
acumulo maior do metal foi na parte aérea (Acosta et al., 2018; Kahli et al., 2021). Estes
resultados, indicam que diferentes fatores ambientais, como a presenca de salinidade, tipo
de solo ou matéria organica, também podem afetar a fisiologia vegetal e causar diferentes
padrdes de sequestro e acumulo de metais na biomassa vegetal da A. halimus (Ishtiyaq et
al., 2023).

Nedjimi, (2018), analisaram pesquisas realizadas durante a Ultima década para
compreender o0 mecanismo de tolerancia das espécies A. halimus e A. nummularia Lindl.
ao estresse por Cd e relata que na espécie A. nummularia Lindl., a maior parte do Cd
absorvido ficou retido na parte aérea sugerindo ainda que a espécie poderia ser um arbusto
adequado para programas de fitoextracao.

Nesta pesquisa 0 teor de Cdpa apresentou tambem um acumulo significativo do
metal, com mais de 65 mg kg? de Cd na sua parte aérea. Observando que plantas

hiperacumuladoras de Cd, projetam mais de 100 mg kg para sua parte aérea (Baker et
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al. 2020) a espécie A. nummularia Lindl., € de fato uma boa candidata a fitoextracao, pois
além de produzir alta biomassa em pouco tempo, ela consegue atingir ~65% da
capacidade de acumulacgéo de hiperacumuladoras de Cd.

Esta proposta ainda é validada, quando verifica-se o Fator de Translocagdo (FT),
que avalia a habilidade da planta em translocar o metal pesado das raizes para as partes
aéreas, capacidade essencial na fitorremediacdo de ambientes contaminados. Nesta
pesquisa, as plantas cultivadas no LS apresentaram FT 36% maior que o LNS, exibindo
maior eficiéncia fitoextratora e maior desempenho nas doses de 10, 20 e 30 mg kg™ com
FT de 2,37, 1,14 e 1 respectivamente para este solo (Figura 22).
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Figura 22 - Fator de Translocagdo (FT) e Indice de Tolerancia (IT) de A. nummularia Lindl.
cultivada em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses
crescentes de Cd. As médias seguidas por letra iguais, maiusculas entre as caracteristicas do solo
e minusculas doses, ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

O indice de tolerancia (IT) evidenciou um decréscimo nas plantas cultivadas em
LS com o incremento das doses de Cd, porém manteve-se nas plantas cultivadas em LNS.
Aleém disso, as plantas do LNS mostraram-se mais tolerantes ao Cd do que as do LS
(Figura 22).

Plantas com FT maiores que 1 sdo consideradas acumuladoras de metais e
adequadas para programas de fitoextracdo de metais em solos contaminados (McGrath e
Zhao, 2003). Diante disto, é possivel verificar que a A. nummularia Lindl. em solo salino,
contaminado artificialmente até a dose de 30 mg kg? exibiu FT maiores que 1,
contribuindo para a afirmacdo que a espécie apresenta potencial fitoextrator do metal e
que a salinidade e todas os mecanismos adaptativos desencadeados por ela, auxiliam na

tolerancia ao Cd até a dose de 30 mg kg™.
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Ha pouca informacao disponivel sobre o potencial de fitoextracdo de metais da
A. nummularia Lindl., porém, Nedjimi et al., (2022) também verificaram FTs
significativos (p<0,01) maiores que 1 na mesma espécie, cultivada em condi¢des
hidropdnicas, verificando os FTs de 3,29, 2,16 e 3,39 para as concentracdes de Cd de
100, 200 e 300 UM respectivamente.

Da mesma forma, o estudo de Kahli et al. (2021), verificaram que a A. nummularia
Lindl. apresentou FTs de 4 para o tratamento a 50 uM CdCl; para as plantas cultivadas
sem adicdo de sal, porém relataram que a adi¢do de sal estimulou o acimulo de Cd na
espécie, na concentragao de 20 uM de Cd.

Diferente dos estudos acima citados, esta pesquisa foi desenvolvida em solo,
apoiando ainda mais a hipdtese de que as espécies de Atriplex sdo boas candidatas a
fitoextragdo em ambientes salinos em concentragdes moderadas de Cd.

Avaliando ainda, os indices de tolerancia (IT) que caracterizam a tolerancia das
plantas aos metais pesados, no qual valores inferiores a 100% indicam uma diminuigédo
liquida na biomassa e sugerem que as plantas estdo estressadas com metal (Audet e
Charest, 2007; Bankaji et al., 2019). Verifica-se que mesmo a A. nummularia Lindl.
cultivada em LNS néo apresentando alta translocacéo, seu IT permaneceu inalterado com

o incremento das doses de Cd, indicando alta tolerancia da espécie ao Cd.

3.1.1.3.2. Caracterizacao e Densidade de Tricomas (DT)
Com as analises de anatomia realizadas foi possivel verificar a estrutura e
contabilizar os tricomas presentes nas superficies adaxial e abaxial (Figura 23) de A.

nummularia Lindl. submetida aos diferentes tratamentos.
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Adaxial Abaxial

Figura 23 — Epiderme foliar de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino
(C e D) e ndo salino (A e B) contaminado com doses crescentes de Cd. Detalhes da estrutura dos
tricomas vesiculares: cabeca “Cb”, pedunculo “Pd”.

Com as imagens obtidas pela microscopia de varredura eletrénica (MEV), foi
possivel observar a estrutura dos tricomas (Figura 24 B), sendo constituidos por de uma
ou mais células-tronco (pedinculo) e uma grande célula da bexiga contendo um grande
vacuolo central (Evert, 2006). O processo de secagem utilizada na metodologia reduziu
o volume da maioria das vesiculas epidérmicas (Figura 24 A), porém ndo houve
rompimento das estruturas conforme visualizado no corte transversal (Figura 24 C) e
manutencdo do seu contetdo interno (Figura 24 D).
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Figura 24 — Imagens obtidas por microscopia de varredura eletrdnica (MEV): (A) — Superficie
foliar; (B) — “Cabega” do tricoma vesicular; (C) — Detalhe do cristal de sal dentro do tricoma
vesicular; (D) — Corte transversal da folha de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd.

Também foram realizadas avaliacdes com Espectroscopia de energia dispersiva
de raios-X (EDS) integrada ao MEV observando que os elementos predominantes nas
amostras, apés o C (=60%) e O (=25), foram o Na* e CI tanto para as plantas cultivadas
em LNS exibindo porcentagens de 3,6% (Na*) e 3,8%, (CI"), quanto para o LS, com
porcentagens de 3,4% (Na*) e 4,4%, (CI") (Figura 25).
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Figura 25 — Porcentagem dos elementos detectados por Espectroscopia de Energia Dispersiva de
raios-X (EDS) integrada ao MEV na superficie das vesiculas epidérmicas de A. nummularia
Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses
crescentes de Cd.

Em nenhum tratamento foi identificado o Cd, porém o elemento Rh, que nédo
existiam no ambiente de cultivo foi 0 quinto elemento mais presente nas amostras (Figura
25). Diante disto, ja que as doses de Cd identificadas nas vesiculas, conforme secéo:
3.1.1.3.3, foram baixas, pode ter ocorrido um equivoco na avaliacdo deste elemento,
referindo-se o Cd como o Rh.

O rodio (Rh), um metal raro, ocorre naturalmente em baixas concentracdes na
crosta terrestre e tem sido utilizado nas industrias de vidro, quimica e eletronica,
entretanto sua principal aplicacdo € como material catalisador ativo em conversores
automotivos (lavicoli et al., 2022). Assim, observa-se que detecdo de Rh nas amostras
parece ndo ser provenientes do ambiente de cultivo utilizado nessa pesquisa ou
contaminacéo.

Aliado a isto, quando avaliou-se apenas 0s elementos com porcentagem menor
que 1,5% nas amostras por dose, € possivel observar que ndo houve picos de Rh para dose

0 mg kg, além disso, constata-se a presenca do mesmo nas demais doses (Figura 26).
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Figura 26 — Radar dos elementos detectados (<1,5% nas amostras) por Espectroscopia de Energia
Dispersiva de raios-X (EDX) integrada ao MEV na superficie das vesiculas epidérmicas de A.
nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino - LS (a direita) e ndo salino — LNS
(a esquerda) contaminado com doses crescentes de Cd.

Mapeando a distribuicdo de cada elemento nas imagens obtidas pelo MEV
auxiliadas por EDX, é possivel visualizar a possivel formacéo de cristais de NaCl ou KCI

na superficie da A. munnularia das plantas cultivadas em LNS (Figura 27).
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Figura 27 - Mapas de distribuicdo dos elementos de s6dio (Na*ves), Cloro (Clves), Potéssio
(K*ves) nas vesiculas epidérmicas, obtidas com auxiliado de emissdo de energia dispersiva de raio
X (EDX), de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de cardter ndo salino (LNS)
contaminado com doses crescentes de Cd.
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Da mesma forma, no LS (Figura 28), € possivel observar a mesma formacéo, destacando
abaixo os Na*, ClI" e K*, que foram contabilizados nas vesiculas extraidas conforme

demostrado nas proximas secdes.
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Cl Kal 100 Cl Kal
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K*

Figura 28 — Mapas de distribuicdo dos elementos de s6dio (Na*ves), Cloro (Clves), Potéssio
(K*ves) nas vesiculas epidérmicas, obtidas com auxiliado de emissdo de energia dispersiva de raio
X (EDX), de A. nummularia cultivada em Luvissolo de carater salino (LS) contaminado com

doses crescentes de Cd.

A densidade de tricomas (DT) apresentou interacdo significativa exibindo maior
quantitativo de tricomas por area nas plantas cultivadas em LS e um comportamento
quadratico dos dados, com valor de maximo de 13.104 tricomas por mm2 em ambas as
superficies foliar, na dose de 26 mg kg?, enquanto as plantas cultivadas no LNS

apresentaram média de 10.627 tricomas por mm? (Figura 29).
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Figura 29 - Densidade de tricomas de Vesicula A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e néo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Este resultado confirma a hipétese de que a densidade de tricomas s6 aumentou
na presenca de salinidade, apesar disso, foi observada uma leve redugéo da DT com o
incremento das doses de Cd a partir da dose de 26 mg kg, coincidentemente os tores de
Na*ves e Clves também apresentaram comportamentos redutores nas plantas cultivadas
em LS, conforme observado nos dados apresentados na proxima secg&o.

O actmulo de altas concentragdes de Na* e CI™ nos tricomas epidérmicos confere
uma importante caracteristica adaptativa das plantas ao sal, evitando disturbios de estresse

salino, e que estas estruturas podem armazenar até 1 mmol Lt NaCl (B6hm et al. 2018).

3.1.1.3.3. Teor de Sodio (Na*ves), Cloro (Clves), Potassio (K*ves) e Cadmio (Cdves)
na Vesicula

O Na'*ves, apresentou interagdo significativa (p<0,01), na qual o LS exibiu um
comportamento linear, com uma reducédo nos teores de Na*ves com o0 aumento das doses
de Cd, reduzindo 62% na maior dose (50mg kgt) em relagéo as plantas controle (Figura
30 A). A partir da dose de 14,63mg.kg™ o LS exibiu teores Na*ves menores em relacio a
média do LNS, com reducdes de 8, 23, 38 e 53% para 20, 30, 40 e 50 mg kg7,
respectivamente no LS.

O teor de Clves, apresentou interagdo significativa (p<0,01), na qual as plantas
cultivadas em LNS apresentou média de 62,11 mg g™ e as cultivadas em LS apresentou

um comportamento quadratico com o maior acimulo de Clves na dose de Cd de 18,38
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mg kg™ com 86,90 mg g Figura 30 B). Em todas as doses estudadas na pesquisa 0 LS
exibiu maior acumulo de Clvesdo que o LNS.

Ja o teor de K*ves, apresentou interagdo significativa (p<0,01), com as plantas
cultivadas em LNS apresentando teores médios de 7,7 mg g e as plantas cultivadas em
LS apresentou um comportamento quadratico com o maior acimulo de K*ves na dose de
Cd de 15,24 mg kg™ com 5,87 mg g (Figura 30 C). Em todas as doses estudadas na
pesquisa, 0 LS exibiu menor acimulo de K*ves do que o LNS.

Por fim, o teor de Cdves, também apresentou interacdo significativa (p<0,01), na
qual o LS apresentou um comportamento quadratico com actimulo de 5,67 mg kg™ de Cd
na dose de Cd de 29,34 mg kg2, o LNS, também apresentou comportamento quadréatico
com actimulo maximo de 4,04 mg kg™ na dose de Cd de 42,70 mg kg (Figura 30D). O
acumulo de ambas as caracteristicas de solo tornou-se iguais na dose de Cd de 45,37 mg
kg, com teor de 4,03 mg kg* de Cadmio.

Lefevre et al. (2009), avaliando a A. halimus expostas a 50 uM de Cd e 50 mM
de NaCl em solucdo nutritiva, verificaram que a proporcdo de Na* excretada pelos
tricomas apresentou uma pequena diminuigdo nas plantas tratadas com Cd, mas aumentou
quando cultivada o NaCl foi adicionado ao meio, em contrapartida, o teor de K* excluido
permaneceu inalterada pelo tratamento, mesmo na presenca de KCI.

Ao contrario do observado por Lefévre et al., (2009), neste estudo a A. munnularia
apresentou uma redugdo no acumulo de Na* com incremento das doses de Cd na presenca
de salinidade, 0 mesmo ocorreu para o Cl- e K* préximo as doses de 20mg.kg™* de Cd que
também iniciou a diminuicdo da DT, em contrapartida as doses de Cd foram aumentadas

até a dose de 42,70 mg kg™.
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Figura 30 - Teor de Sodio (Na*ves), Cloro (Clves), Potassio (K*ves) e Cadmio (Cdves) ha Vesicula A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).
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Estes resultados corroboram com o estudo de Kahli et al. (2021) que verificaram
também um aumento na quantidade total de Cd excretada nos tricomas de trés espécies
de Atriplex, tratadas com CdCl, (20 ou 50 uM) e 50 mM NaCl. Os autores observaram
ainda que ndo houve diferenca significativa nos teores de Cd excretados em nenhum
tratamento da concentracéo de 20 uM de CdClz, porém na concentracdo de CdCl de 50
uM com adicdo de sal, a excrecdo de Cd foi suprimida nas espécies A. canescens e
aumentada em A. halimus.

Zhang et al. (2020), estudando as halofitas Suaeda glauca e Limonium aureum em
diferentes doses de Cd e presenca de NacCl, verificaram que o tratamento apenas com Cd
aumentou seu teo r excretado pelas folhas de L. aureum, porém a excrecdo de Cd com a
adicdo de sal facilitou e aumentou muito mais o processo de excrecdo (p <0,05),
aumentando de 1,7 e 4,8 vezes a excrecdo nas plantas tratadas com 3 e 6 mg kg Cd,
respectivamente.

Nesta pesquisa, € interessante observar que nas vesiculas das plantas cultivadas
em LS os teores de Na* e CI- foram reduzidos com o incremento das concentracGes de
Cd, da mesma forma que os teores de Cd aumentaram até aproximadamente a dose de 30
mg kg de Cd, induzindo a hipdtese de que até esta dose, as vesiculas da A. nummularia
Lindl. possuem baixa seletividade idnica e € capaz de excretar outros ions diferentes de
sodio e cloreto, como os metalicos. Estes resultados foram também observados em outras
espécies haldfitas como a Tamarix smyrnensis (Manousaki et al., 2008) e Limonium
aureum (Zang et al., 2020).

3.2. Avaliag0Oes do Experimento 11
3.2.1. Dose de Cd escolhida e Condutividade elétrica do extrato de saturacao final

Com base nos valores de BMSpa das plantas cultivadas no LS, observadas no EXP I,
verificando que até a dose de 30 mg kg™ o LS exibiu maiores BMSpa que 0 LNS, optou-
se por conduzir o EXP 1l com a dose de 30mg kg de Cd.

Assim, o solo de todos os tratamentos foram contaminados com 30 mg kgde Cde a
irrigagdo se deu com concentragcdes crescentes de NaCl conforme descrito em
metodologia.

A Condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEgs) final, dos solos contaminado
com 30 mg kg? de Cd e concentragdes crescente de NaCl, apresentaram diferenca
significativa (p<0,01) com o incremento das concentragdes apresentando CEesde 14, 19,
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21, 22 e 27 dS m'* nas concentragdes da agua de irrigagdo de 0, 50, 100, 150 e 200 mmol
L de NaCl respectivamente (Figura 31).
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Figura 31 - Condutividade elétrica final do extrato de saturacdo (CEes) de solo cultivado com A.
nummularia Lindl. contaminado com 30 mg.kg* de Cd e irrigada com concentracOes crescentes

de NaCl.
3.2.2. Avaliagdes Biométricas

3.2.2.1. Biomassa fresca (BMF pa) e seca (BMS ra) da parte aérea.

A BMFpa do EXP II, no qual verificou a influéncia da adicdo do NaCl no solo
contaminado por Cd, apresentou diferencga significativa (p<0,01), com o incremento das
concentracOes de NaCl, com redugdes de 13%, 25%, 38%, 51%, para as doses de 50, 100,

150 e 200 mmol L respectivamente, em relagio ao controle (Figura 32 ).
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Figura 32 - Biomassa fresca da parte aérea (BMFpa) € Biomassa seca da parte aérea (BMSea) de
A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 30 mg kg* de Cd e irrigada com
concentracOes crescentes de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e
*(p <0,05)

Da mesma forma que a BMFpa, a AF apresentou diferenca significativa (p<0,01),
com o incremento das concentracdes de NaCl, com reducdes de 17%, 35%, 52%, 70%,
para as doses de 50, 100, 150 e 200 mmol L* respectivamente, em relacdo ao
controleFigura 32).
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Figura 33 — Area foliar (AF) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 30
mg.kg*de Cd e irrigada com concentracOes crescentes de NaCl. Significancia dos coeficientes de
regressao: ** (p <0,01) e *(p <0,05)
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A AF apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das doses de
NaCl exibindo reducéo de 66% entre as plantas irrigadas com a concentra¢do de 200mmol
L e as plantas controle.

As biomassas das raizes, tanto fresca como seca ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa, mantendo média de valores de 3,24g e 1,51g para BMFr, a BMSR,
respectivamente. Este é um resultado relevante na pesquisa, pois demostra que as raizes
ndo sofreram perdas de biomassa na contaminacgdo simultanea do solo com Cd e NacCl,
mantendo sua extensdo para absorcao de dgua e elementos.

Marien et al., (2014) verificaram que a presenca de 200mmol L™ de NaCl na
solucdo nutritiva mitigou significativamente toxicidade Cd na hald6fita S. portulacstrum,
exibindo desempenho, visivelmente melhor na aplicacdo de 25 ¢ 50 uM de Cd, nao
apresentando clorose ou necrose e sua taxa de crescimento relativa foi mantida,
apresentando diminuig&o significativa (p<0,05), apenas para biomassa seca das raizes.

Lefevre et al., (2009) através do cultivo hidropdnico de A. halimus expostas por
12 e 24 dias ao Cd (50 uM) na auséncia ou na presenga de 50 mM de diferentes tipos de
sais, verificaram que o NaCl e o KCI melhoraram significativamente crescimento das
plantas na presencga de Cd apds 24 dias, comparativamente as plantas expostas apenas ao
Cd.

Diversos estudos apontam que o crescimento e producdo de biomassa da A.
nummularia Lindl. sdo estimulados em concentragdes entre 100 a 300 mmol L de NaCl
(Hassine; Lutts, 2010; Geissler et al., 2015; Rangani et al, 2016; Melo et al., 2018; Parvez
et al., 2020). Porém, com esta pesquisa, pode-se registrar, que na presenca de Cd, o
aumento da concentracdo salina das aguas de irrigacdo, ndo apresentou melhora no
desenvolvimento da A. nummularia Lindl., indicando um possivel agravante do estresse
estabelecido. A pesar disto, é valido ressaltar que o solo utilizado ja apresentava
condutividade elétrica do extrato de saturagdo de 14,5 dS m™ e até a concentragio de 100

mmol.L* aplicada, as perdas de biomassa ndo atingiram 40%.

3.2.3. AvaliagOes das Rela¢des Hidricas

3.2.3.1. Potencial Hidrico Foliar (¥w), Potencial Osmético (Vo) e Potencial de
Pressédo (Wp)
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O WYw apresentou diferenca significativa (p<0,01) com comportamento quadratico
no incremento das concentragcdes de NaCl, apresentando maior valor de -3,11MPa na

concentragdo de 138 mmol L™ (Figura 34).
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Figura 34 — Potencial Hidrico Foliar (Ww) e Potencial Osmotico (Vo) de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentracdes crescentes
de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

Jd o Yo apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracOes de NaCl, apresentando comportamento linear, reduzindo 8, 16, 23% para
as concentracdes de 50, 100, e 150 mmol L, respectivamente em relagdo a planta
controle, e chegando a -7,75MPa na concentracéo de 200 mmol L, uma reducéo de 31%
em relacdo a planta controle (Figura 34).

A redugdo do Yo com o aumento da concentragao de NaCl na dgua de irrigagdo ¢
esperada, uma vez que espécies de Atriplex apresentam mecanismos de absorcdo e
acimulo dos ions de Na* e CI- em caules e folhas em grandes vactolos, reduzindo a
toxidez dos mesmos e favorecendo a redugdo do Yo (Barcena e Parea, 2016). Entretanto,
nesta pesquisa, curiosamente, o WYw nao acompanhou essa redugdo do VWo. Estes
resultados corroboram com estudo de Lins et al., (2018), no qual observaram que o ¥Yw
das plantas de A. nummularia Lindl. variaram de -2,56 a -8,62 MPa, mas esse menor
potencial foi observado no tratamento salino com 250 mmol de NaCl, e ndo no tratamento
mais salino de 300 mmol de NaCl, enquanto o o continuou reduzindo.

Diante disto, os autores atribuiram este comportamento, a menor atividade do ion

sodio na &gua de irrigacdo com a concentracdo de 300 mmol NaCl, devido a maior
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concentracdo de sais e formacdao de pares idnicos de baixa solubilidade na solucdo do solo
(Lins et al., 2018).

O Wp apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentragfes de NaCl, apresentando comportamento linear ascendente, com um

aumento de 49% nas plantas irrigadas com concentragdo de 200 mmol.L™ em relagéo a

planta controle (Figura 35).
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Figura 35 - Potencial de Pressdo (¥p) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado
com 30 mg.kg-1 de Cd e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl. SignificAncia dos
coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

E possivel inferir que os sais acumulados nos vactolos foram utilizados para
promover a reducao do potencial osmotico foliar mantendo o turgor e a expansao celular

(Paulino et al., 2020).

3.2.3.2. Parametros da Curva Pressdo Volume (Curva PV)

Quando avalia-se os Parametros da Curva PV, observa-se 0 comportamento
contrario ao Wo obtido por osmometria, no qual, o Wo!®, apresentou diferenca
significativa (p<0,01) com o aumento das concentragdes de NaCl, apresentando
comportamento linear crescente, com valores mais negativos para as plantas controle e
aumento de 47% nas plantas irrigadas com concentragdo de 200 mmol L™ em relagio a

planta controle (Figura 36).
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Figura 36 - Potencial Osmotico a Pleno e a Zero Turgor (W0100) € (W0o) de A. nummularia
Lindl. cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentragdes
crescentes de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

Da mesma forma, o Yoo, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o
aumento das concentracdes de NaCl, apresentando comportamento linear e valores mais
negativos para as plantas controle, com aumento de 43% nas plantas irrigadas com
concentragdo de 200mmol L™ em relagéo a planta controle.

Bartlett et al. (2012), mostraram que o ponto de perda de turgor é derivado
principalmente por diferencas no potencial osmotico devido a mudancas na concentracdo
de soluto no simplasto, proporcionado pelo ajuste osmatico.

Desta forma, os resultados obtidos demonstram que 0 aumento das concentragdes
de NaCl das aguas de irrigagdo, numa resposta intracelular ndo apresentaram reducdes do
Yo proporcionado pela concentracdo de ions e solutos, indicando que estes foram
destinados para outras estruturas, como os tricomas.

Flowers et al., (2015) relaram em sua pesquisa que a exclusdo de ions toxicos no
citosol inicia-se quando a concentracdo citoplasmatica atinge ~100 a 200 mmol, nas quais
as halofitas mantem suas funcgdes essenciais sem ocorrer danos por toxidez.

O mddulo de elasticidade (€) também, apresentou diferenca significativa (p<0,01)
com o aumento das concentragdes de NaCl, apresentando comportamento linear e
aumento de 62% nas plantas irrigadas com concentracéo de 200mmol L em relagio a

planta controle (Figura 37).
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Figura 37 - Mddulo de elasticidade (¢) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado
com 30 mg.kg™ de Cd e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl. Significancia dos
coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

Assim, as paredes celulares tornaram-se mais rigidas com o incremento das
concentragdes salinas facilitando a variacdo no gradiente osmotico celular. Nguyen et al.,
(2017) relatam que a variacdo no € interfere nas relac6es hidricas celulares porque quanto
mais rigida a parede celular, maior sera a mudanca na pressdo de turgescéncia, assim,

consegue manter o contetdo de agua mesmo no ponto de perda de turgescéncia.

3.2.3.3. Ajuste Osmatico por osmometria (AQosmometria) € Curva PV (AOcurva pv)

A avaliacdo do Ajuste Osmotico por osmometria (AOosmometria) € Curva PV
(AOcurvaprv) permite verificar que ndo houve ajuste intracelular nas plantas cultivadas
uma vez que AO cunvapv exibe valores negativos (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de Ajuste Osmético por osmometria (AO osmometria) € Curva

PV (AO curvarv) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com
30 mg.kg™? de Cd e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl.

AO AO
Niveis de NaCl (Osmometria) (Curva PV)
Média Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
50 mmol.L? 1,03 +£0,15 -0,415 £0,21
100 mmol.L* 0,56 +0,38 -0,83 +0,61
150 mmol.L* 0,74 +0,32 -1,245 +£0,49
200 mmol.L* 0,28 +0,10 -1,66 +0,34
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J& no AO osmometria, ObServa-se valores positivos, indicando o ajuste osmatico das
plantas com maior eficiéncia para as doses de 50mmol.L. Estes resultados, fornecem
subsidios de que houve uma exclusdo dos ions para estruturas dos tricomas localizadas
na superficie foliar que foram contabilizadas através do processo de maceragéo.

Este processo foi observado também em pesquisas com a mesma espécie, na qual
relatam uma subestimacéo do potencial osmotico causado pela fracdo apoplastica pode
ser, especialmente em espécies halofitas com estruturas de exclusdo de sais (Lins et al.,
2018; Paulino et al., 2020). Os estudos ainda relatam que os solutos excluidos s&o
utilizados pela espécie para manutengdo de um gradiente hidrico favoravel a absor¢éo de
agua.

As propriedades envolvidas na tolerancia a salinidade de espécies halofitas podem
contribuir indiretamente para a tolerancia aos metais pesados, uma vez que 0S metais
pesados induzem toxicidade ionica, stress hidrico secundario e uma exploséo oxidativa e
0S mecanismos adaptativos como a regulacao eficiente da condutancia estomatica, o
ajuste osmotico e a alta eficiéncia no uso da &gua podem ajudar na manutencédo do estado
hidrico da planta auxiliando na tolerancia ao estresse causado pelos metais pesados (Lutts
e Lefévre, 2015).

A senescéncia induzida pelo estresse abidtico é retardada nas espécies halofitas
em comparacdo com as glicdfitas, e o gerenciamento eficiente do estresse oxidativo ajuda
a manter a integridade da estrutura celular (Lutts e Lefevre, 2015).

Diante disto, é possivel observar que a A nummularia, utilizou-se dos seus
mecanismos adaptativos ao estresse salino para tolerar o nivel de Cd presente no ambiente
de cultivo, excluindo possivelmente elementos toxicos, aumentando a rigidez da parede

celular e promovendo a manutencéo do turgor celular.

3.2.4. Densidade de tricomas, Teor de Sodio (Na‘pa), Cloro (Clpa), Potassio (K*pa) €
Cadmio (Cdra) na Parte Aérea e Teor de Sédio (Na*ves), Cloro (Clves), Potassio
(K*ves) e Cadmio (Cdves) na Vesicula do Experimento 11

A densidade de tricomas apresentou incremento de 23,3 unidades de tricomas por
mm2, com o aumento das concentragcdes de NaCl, chegando a 12.864 und mm?, na
concentracdo de 200 mmol L™, cerca de 81% de tricomas a mais que a quantidade
observada na planta controle, este resultado indica que a presenca dos ions de Na* e CI°

no ambiente potencializam o surgimento de novas camadas de tricomas aumentando a

91



capacidade da espécie na tolerancia a salinidade (Figura 38). O aumento dos tricomas
com o incremento nas concentragcdes foram observadas em outros estudos (Paulino et al.,
2020)
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Figura 38 - Densidade de tricomas de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com
30 mg kg de Cd e irrigada com concentracoes crescentes de NaCl. Significancia dos coeficientes
de regressdo: ** (p <0,01) e *(p<0,05).

O teor Na‘pa, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o aumento das
concentraces de NaCl, apresentando comportamento linear e aumento de 55% nas
plantas irrigadas com concentracdo de 200 mmol L™ em relacéo a planta controle, com

actmulo de 48,12 mg g* (Figura 39).

Na vesicula o teor de Na*ves, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o
aumento das concentraces de NaCl na dgua de irrigacdo, apresentando comportamento
linear e aumento de 74% nas plantas irrigadas com concentragio de 200 mmol L™ em

relacdo a planta controle, com acumulo de 24,99 mg g* (Figura 39).
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& Na PA ® Na VES
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Figura 39 - Teor de Sodio (Na*pa) Parte Aérea e Vesicula (Na*ves) de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentracdes crescentes
de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p<0,05).

O teor de Cl'pa, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracfes de NaCl, apresentando comportamento linear e aumento de 53% nas
plantas irrigadas com concentracdo de 200 mmol L™ em relacéo a planta controle, com

acumulo de 274,01 mg g*.(Figura 40).
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Figura 40 - Teor de Cloro (Clpa) Parte Aérea e (Clves) Vesicula de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentracdes crescentes
de NacCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p<0,05).

O teor de Clves, apresentou mesmo comportamento do Clpa, exibindo diferenca
significativa (p<0,01) com o aumento das concentracdes de NaCl na &gua de irrigagéo,
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apresentando comportamento linear crescente, com aumento de 43% no teor das plantas
irrigadas com concentragéo de 200 mmol L em relagéo a planta controle, com actimulo
de 314,74 mg g(Figura 40).

Rémi Suaire et al. (2016) avaliando Atriplex halimus e Atriplex hortensis na
bioacumulacdo de NaCl e metais residuais, cultivadas em sistema semi hidropénico,
verificaram que a concentracdo de Na* nas partes aéreas aumentou ao longo do gradiente
de salinidade para ambas as plantas (de 19 para 53 mg g para A. halimus e de 20 para
60 mg g* para A. hortensis), da mesma forma o CI- aumento com o incremento da
salinidade e 3 para 13 mg g* para A. halimus e de 0 para 23 mg g* para A. hortensis.

Houve uma correlacdo positiva significativa entre o teor de Na* (r = 0,88) e CI* (r
= 0,92) na parte aérea e vesicula, observando ainda que aproximadamente 45% do teor
de Na* foi excluido na vesicula enquanto o Clapresentou maior teor nos tricomas do que

na parte aérea apresentando cerca de 80% do seu conteudo nessas estruturas (Figura 41).
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Figura 41 — Correlacdo entre (A) Teor de Sodio (Na*pa) Parte Aérea e Vesicula (Na*ves) e (B)
Teor de Cloro (Cl-pa) Parte Aérea e (Cl-ves) Vesicula de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 30 mg kg* de Cd e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl.

Os ions Na * e Cl ~ sdo predominantes em solos salinos, e sabe-se que 0 Na* é um
elemento extremamente téxico para maioria das espécies de plantas. Entretanto, para
algumas plantas, o ion CI - é mais téxico que o Na * e sua excrecdo é um mecanismo

exclusivo das haldfitas (Li et al. 2017).
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Entretanto, os ions Cl ~ pode apresentar um papel regulador na geracédo de turgor,
estabilidade de enzimas, alteracdo no potencial de membrana, pH, equilibrio de carga,
controle de volume, osmorregulacéo e condutancia estomética (Li et al. 2017).

Uma correlacdo negativa também € observada entre os dados obtidos do Yo e 0s
teores de Na * (r = 0,88) e Cl ~ (r = 0,79) indicando que estes ions sdo 0s principais

responsaveis pela redugdo do Vo observadas (Figura 42).
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Figura 42 - Correlag&o entre (A) Teor de Sodio (Na*pa) Parte Aérea e Potencial Osmotico Foliar
(Wo) e e (B) Teor de Cloro (Cl-pa) Parte Aérea e Potencial Osmotico Foliar (Wo) de A.
nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 30 mg.kg? de Cd e irrigada com
concentracdes crescentes de NaCl

Ja teor de K*pa, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o aumento das
concentracOes de NaCl, apresentando comportamento quadratico com valor de minimo
nas plantas irrigadas com concentragio de 117,63 mmol L em relagdo a planta controle,
com actimulo de 78,25 mg g}(Figura 43)
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Figura 43 - Teor de Potassio (K*pa) na Parte Aérea e (K*ves) Vesicula de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentragdes crescentes
de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p<0,05).

Da mesma forma, o teor de K*ves, apresentou diferenca significativa (p<0,01)
com o aumento das concentragdes de NaCl na agua de irrigacdo, apresentando
comportamento linear ascendente com aumento de 58% no teor das plantas irrigadas com
concentragédo de 200 mmol L™ em relagéo a planta controle, com actimulo de 2,92 mg g
! (Figura 43).

O teor de Cdra, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracbes de NaCl, apresentando comportamento quadratico apresentando maior
acumulo de 86,99 mg kg™ na concentracdo de 147,66 mmol L. Mesmo apresentando
reducdes apos a dose de acimulo maximo, até a maior concentracdo da agua de irrigacao
estudada de 200 mmol L o actiimulo de Cd foi 38% superior as plantas controle (Figura
44).
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Figura 44 - Teor de Cadmio (Cdea) na Parte Aérea e (Cdves) vesicula de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentracdes crescentes
de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p<0,05).

O Cdves, apresentou diferenga significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracOes de NaCl as 4gua de irrigacédo, exibindo comportamento linear decrescente,
com reducdo de 46% no teor das plantas irrigadas com concentracéo de 200 mmol L™ em
relagdo a planta controle, com acimulo de 3,62 mg g* (Figura 44).

Shahrokh et al., (2022) avaliando a eficacia de A. halimus na fitorremediacao de
solos contaminados por metais e afetados por sais verificaram que a maior concentracdo
de Cd foi observada nas folhas, com FT > 1 em todos os casos indicando a efetiva
absorcéo e translocagédo de Cd por A. halimus.

Salama et al., (2022) avaliando a haléfita Salicornia fruticosa em diferentes doses
de Cd (0, 25 e 50 ug L 1) e crescentes concentragdes de NaCl na solugdo nutritiva
verificou que a adi¢do do sal aumentou substancialmente a concentracdo de Cd nas partes
aereas.

Nesta pesquisa, observou-se que as concentracOes de Cd a partir da dose de 100
mmol de NaCl ndo variou muito com o incremento das concentracdes de NaCl, sugerindo
que a espécies atingiu um limite em termos de acimulo de Cd apesar da quantidade de
NacCl.

Na concentragdo mais alta de CdCl, (50 uM), os valores registrados ndo variaram

muito daqueles do tratamento sem sal, sugerindo que todas as espécies atingiram um
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limite em termos de acimulo de Cd com base na quantidade administrada de NaCl
(Lopez-Goldar et al., 2018). Em Tamarix smyrnensis, a excrecdo de Cd pelas glandulas
salinas das folhas aumentou com o0 aumento da salinidade e a excre¢cdo maxima de Cd foi
de 0,8 mg kg (Manousaki e Kalogerakis, 2008; Manousaki e Kalogerakis, 2011)

A excrecdo de sal através das glandulas salinas é considerada um mecanismo
essencial que contribui para 0 aumento da tolerdncia das haldfitas a salinidade
(Manousaki, et al., 2008). O mecanismo de exclusdo conferido a algumas haléfitas séo
estruturas especificas de excrecdo de sal, denominadas glandulas salinas, que podem
excretar o excesso de sal dos seus tecidos vegetais para aumentar a tolerancia a salinidade
(Meng et al., 2018).

Na A. nummularia essas estruturas localizadas na epiderme das folhas, que além
da funcdo de excrecdo estas estruturas contribuem para o desenvolvimento o de um
gradiente de potencial hidrico favoravel a absor¢do de 4gua e manutencdo do turgor
celular (Lins et al., 2019; Paulino et al., 2020).

A seletividade é uma caracteristica importante na excre¢do, pois uma exclusao
aleatéria ou ndo seletiva perturba o equilibrio nutricional da planta (Manousaki e
Kalogerakis, 2008). Nesta pesquisa pode-se verificar que, as vesiculas salinas da A.
nummularia também secretaram ions diferentes de sodio e cloreto, corroborando com
estudo de Kahli et al., (2021), afirmando também que o contetdo excretado nas vesiculas
depende dos componentes encontrados no ambiente radicular.

A excrecdo de elementos contaminantes é uma estratégia ideal para
fitorremediacdo de solos contaminados através do bioprocesso de absorcdo, translocacao
e excrecdo, facilitando o fitomanejo, com acdes de lavagem e coleta das folhas, além
disso, outra vantagem da fitoexcrecgdo é evitar o maior acimulo e toxicidade do Cd nos
tecidos vegetais, podendo utilizar a espécie para remediacao de solos mais contaminados
(Dong et al., 2019).

O teor de Cdr, apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracfes de NaCl, apresentando comportamento quadratico apresentando maior

acumulo de 66,42 mg kg™ na concentragio de 84,87 mmol L (Figura 45).
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Figura 45 - Teor de Cadmio (Cdgr) na Raiz de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 30 mg kg?! de Cd e irrigada com concentracdes crescentes de NaCl.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p<0,05).

Ishtiyaq et al., (2023) avaliando a A. halimus cultivada em solos com 25 mg kg *
de Cd e crescente concentraces de NaCl, verificaram que o acumulo de Cd aumentou
até 6,89 e 7,41 mg kg ~* nas raizes e 4,75 e 6,97 mg kg ! na parte aérea com 1% e 3% de
NaCl aos 120 dias apds o transplantio, relatando que tolerancia de A. halimus ao Cd pode
ser atribuida ao seu maior sequestro nas raizes para aliviar a inibicdo da fotossintese e
aumento simultaneo da atividade enzimatica antioxidante nas folhas.

Nesta pesquisa, entretanto, observou-se que o maior acumulo de Cd se concentrou
na parte aérea, observado também no fator de translocacao que apresentou para todas as
doses de NaCl valores maiores que 1, apresentando também indicativo a fitoextracéo

(Figura 46).
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Figura 46 - Fator de Translocagdo (FT) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 30 mg kg de Cd e irrigada com concentracGes crescentes de NaCl.

O aumento do teor de Cd na espécie estudada pode estar relacionada a maior
disponibilizacdo de Cd devido ao aumento de sua dessorcdo das particulas do solo
favorecendo assim a entrada do Cd na planta (Nikalje e Suprasanna, 2018). Estudo com
outra halofita, a Solanum nigrum, verificou-se também que a concentragdo de Cd na parte
aérea e na raiz aumentou com a concentracdo de Cd no solo e foi ainda melhorada pela
adicédo de sal (Rehman et al., 2017).
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4. CONCLUSAO

A espécie A. nummularia Lindl. apresenta capacidade de acumular Cd na parte
aérea e raiz, apresentando caracteristicas de fitoestabilizacdo na auséncia de salinidade, e
na presenca de salinidade, de fitoextracéo.

A espécie apresenta alta tolerancia ao Cd quando cultivada em solo sem salinidade
até a dose de 50 mg kg™ de Cd. No solo salino, a dose de 30 mg kg™ de Cd, é dose limiar
beneficiada pela salinidade do solo na fitoextragédo do metal.

A A. nummularia Lindl. utiliza mecanismos adaptativos ao estresse salino para
tolerar doses de Cd, através da sua exclusao em tricomas vesiculares, aumento da rigidez
da parede celular e promovendo um ajuste osmaético.

O incremento de NaCl ao solo contaminado com 30 mg kg de Cd afeta as
varidveis fisiologicas da espécie, porém ndo afeta o desenvolvimento das raizes,
mantendo sua extensao para absorcao de agua e elementos.

Os tricomas vesiculares presentes na A. nummularia Lindl., acumulam Cd
auxiliando no desenvolvimento da espécie em solo contaminado e este acumulo na
presenca de salinidade limitar-se até a dose de 30mg kg™

A maior densidade de tricomas vesiculares por mmz2 da espécie de A. nummularia
Lindl. foi observada em solos salino tratado com Cd, acumulando simultaneamente os
fons de Na*, CI" e Cd, indicando que seus tricomas ndo possuem uma rigida seletividade

ionica.
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CAPITULO 11l

FITORREMEDIACAO DE CHUMBO POR Atriplex nummularia EM
AMBIENTE SALINO
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RESUMO

A fitorremediacao é um método promissor para recuperacdo de solos contaminados com
metais pesados e salinidade, e plantas halofitas tem se destacado nas pesquisas como
possiveis candidatas a recuperacdo destes solos. A Atriplex nummularia é uma haléfita
altamente adaptada a sobreviver em ambientes de alta salinidade, destacando-se nos
programas de fitoextracdo de sais. Neste contexto, esta pesquisa objetivou avaliar o
potencial fitorremediador da A.nummularia em solos contaminados por Pb na presenca
de salinidade, observando ainda o comportamento da espécie sob adicdo do sal de NaCl
na tolerdncia e possivel acimulo deste metal. Para isto, foram realizados dois
experimentos, em que no primeiro experimento (EXP I) avaliou-se a performance da A.
nummularia Lindl. quanto a tolerancia e acumulacdo de Pb, em seis concentracdes
distintas de 0, 100, 150, 200, 250 e 300 m.kg*, em um Luvissolo de caréater Salino (LS)
e Luvissolo de carater Nao Salino (LNS), em delineamento em blocos casualizados e
esquema fatorial 6 x 2 com quatro repeticdes. O segundo experimento (EXP IlI) foi
desenvolvido a partir dos resultados obtidos no EXP 1, no qual, foi selecionada a maior
dose do metal que, no LS apresentou maior Biomassa Seca da Parte Aérea (BMSpa) em
relacdo ao LN e, esta dose foi avaliada em LS acrescentado niveis de salinidade através
da adicdo de NaCl via &gua de irrigacdo em cinco concentracgdes distintas (0, 50, 150, 200
e 250 mmol), para avaliar a influéncia das concentragdes salinas na absorc¢éo e tolerancia
da espécie aos metais pesados, sendo avaliado em blocos casualizados com quatro
repeticbes. Para avaliacdo das plantas, em ambos os experimentos, foram adotadas
diversos parametros fisioldgicos relacionados a relagBes hidricas (potencial hidrico,
osmético, pressao, teor relativo de dgua, ajustamento osmético), avaliacdo fotossintética
(fotossintese liquida, condutancia estomaética, transpiracdo e eficiéncia do uso da &gua,
fluorescéncia da clorofila), anatdmicas (densidade de tricomas) e teor de Cd e solutos
inorganicos nos tecidos foliares e nas vesiculas (Na*, K*, CI) foram adotadas para
verificar o desempenho da espécie (tolerancia e fitorremediacdo). A A. nummularia
Lindl. conseguiu sobreviver até o final dos experimentos e acumulou Pb na parte aérea e
raiz, apresentando aciimulo maximo na dose de 300mg kg™ de Pb, tanto nas plantas do
LNS quanto do LS chegando a acumular 47,80 e 25,54 mg kg, respectivamente na parte
aérea, e 12,02 e 4,79 mg.kg?, respectivamente, na raiz. A espécie ainda apresentou
potencial para programas de fitoextracdo. Os tricomas vesiculares ndo foram capazes de
excluir o Pb. As doses crescentes de NaCl combinadas com Pb estimularam a densidade
de tricomas vesiculares, porém reduziram a biomassa, juntamente com as trocas gasosas
podendo este resultado ser atribuido a potencial toxidez causada pelo Pb. Por fim, a
avaliacdo das relagdes hidricas, parece demostrar uma maior contribuicdo de outros
solutos na tolerancia da espécie ao Pb do que a presenca dos ions inorganicos.

Palavras chaves: haléfita; erva sal; metal pesado.
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ABSTRACT

Phytoremediation is a promising method for recovering soils contaminated with heavy
metals and salinity, and halophyte plants have stood out in research as possible candidates
for recovering these soils. Atriplex nummularia is a halophyte highly adapted to survive
in high salinity environments, standing out in salt phytoextraction programs. In this
context, this research aimed to evaluate the phytoremediation potential of A.nummularia
in soils contaminated by Pb in the presence of salinity, also observing the behavior of the
species under the addition of NaCl salt in resistance and possible accumulation of this
metal. For this, two experiments were carried out, the first experiment (EXP I) evaluating
the performance of A. nummularia in terms of Pb tolerance and accumulation, in six
different concentrations of 0, 100, 150, 200, 250 and 300 mg kg, in a Saline Luvisolo
(SL) and a Non-Saline Luvisolo (NSL), in a randomized block design and a 6 x 2 factorial
scheme with four replications. The second experiment (EXP I1) was developed based on
the results obtained in EXP I, in which the highest dose of metal was selected, which in
LS presented the highest Dry Biomass of the Aerial Part (BMSpa) in relation to LN and,
this dose was evaluated in LS with added salinity levels through the addition of NaCl via
irrigation water in five different concentrations (0, 50, 150, 200 and 250 mmol), to
evaluate the influence of saline concentrations on the species' absorption and resistance
to heavy metals. , being evaluated in randomized blocks with four replications. To
evaluate the plants, in both experiments, several physiological parameters related to water
relations (water potential, osmotic, pressure, relative water content, osmotic adjustment),
anatomical (trichome density) and content of Cd and inorganic solutes were adopted. in
leaf tissues and vesicles (Na*, K*, CI") were adopted to verify the performance of the
species (resistance and phytoremediation). A. nummularia managed to survive until the
end of the experiments and accumulated Pb in its plant tissues, showing maximum
accumulation at a dose of 300mg kg-1 of Pb applied to the cultivation environment, both
in plants from LNS and LS, reaching 47. 80 and 25.54 mg kg, respectively in the aerial
part, and 12.02 and 4.79 mg kg?, respectively, in the root. The species also showed
potential for phytoextraction programs. Vesicular trichomes were not able to exclude Pb
from their structures in any combination of treatments studied. The increasing doses of
NaCl combined with Pb stimulated the density of vesicular trichomes, but reduced
biomass, together with gas exchange, which could be attributed to potential toxicity
caused by Pb. Finally, the assessment of water relations seems to demonstrate a greater
contribution of compatible solutes to the species' resistance to Pb than the presence of
inorganic ions.

Keywords: halophyte; salt herb; heavy metal.
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1. INTRODUCAO

O actimulo de metais pesados no solo e na 4gua é um dos principais problemas
causados por contaminantes inorganicos, e sua presenca em solos agricolas tem impacto
significativo na seguranca alimentar e satide humana (Oladoye et al., 2022).

A fitorremediacdo tem sido considerada uma técnica promissora para solos
poluidos por metais devido sua abordagem ecologicamente correta e econémica, além de
poder ser utilizada sozinha ou de forma combinada com outras técnicas de remediacao
(Zhang et al., 2023).

Dentre os metais pesados, 0 chumbo (Pb) é um elemento toxico que se acumula
nos solos e sedimentos. Mesmo ndo sendo essencial para as plantas, o Pb pode ser
facilmente absorvido e acumulado em diferentes partes delas, e seu acimulo acarreta
varios sintomas de toxicidade, como da reducdo de crescimento, clorose, escurecimento
do sistema radicular, além da inibi¢do a fotossintese, desbalanco hidrico e nutricional,
entre outros (Sharma et al., 2005; Kushwaha et al., 2018).

Plantas halofitas, devido a sua tolerdncia a salinidade e seus mecanismos
adaptativos utilizados para lidar com esse estresse, sdo Otimas candidatas a
fitorremediacdo de metais pesados (Kachout et al., 2023). Muitas destas plantas possuem
a capacidade de absorver ions toxicos da raiz e 0s transportar para as partes aéreas usando
diferentes transportadores, que estdo envolvidos na homeostase e na tolerancia aos metais
(Ganesh e Penna, 2018).

A espécie A. nummularia Lindl. é uma hal6fita, capaz de acumular ions toxicos
de Na* e CI" nos tecidos vegetais e se destaca por apresentar tolerancia e capacidade de
se desenvolver em condicdes adversas (De Souza et al., 2011; Melo et al., 2018). Isso
ocorre devido ao seu eficiente mecanismo de ajuste osmotico, exclusdo de elementos
toxicos, desintoxicacdo de EROs, entre outros (De Souza et al., 2011; Lins et al., 2018;
Paulino et al., 2020).

Neste contexto, 0os mecanismos adaptativos conferidos a A. nummularia Lindl. a
tornam uma possivel candidata a fitorremediacdo de metais pesados. Estudos recentes,
observaram a capacidade da espécie em acumular Pb nos seus tecidos vegetais,
principalmente da raiz (Merzougui et al., 2022; Laghlimi et al., 2022). Guda et al. (2018)
também relatam que a A. nummularia Lindl. pode ser considerada um bioindicador da
poluicao por Pb, Cd, Co, Cr e Ag e um “filtro verde” adequado para reduzir a polui¢ao

dos solos.
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Neste sentido, a pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial de
fitorremediacdo de Pb na presenca de salinidade da espécie de A. nummularia Lindl.
Lindl. verificando ainda a influéncia do NaCl na tolerancia e acimulo do metal através

da avaliacdo de seus efeitos nas caracteristicas de crescimento, anatémicas e fisioldgicas.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas estufas do Centro de Pesquisa Vegetal
(CEPEVE) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado no
campus Sede em Recife-PE (8°04°03°’; 34°55°00").

A estrutura da estufa consistia em uma cobertura com filme plastico de difuséo e
laterais protegidas por tela anti-afideo. Suas dimensdes internas eram de 11 x 6m?,
totalizando 66 m2. O piso e as bancadas internas eram de concreto, com um espagamento

de 1,5 metro entre eles.

2.2. Caracterizagao dos solos e layout das unidades experimentais

Foram coletadas amostras do horizonte B de solos no Perimetro Irrigado Manga
de Baixo, localizado no municipio de Belém do S&o Francisco — PE. Os solos possuiam
mesma ordem e classe textural, classificados como Luvissolos - SiBCS (Embrapa, 2018)
e Luvisols - WRB (IUSS Working Group WRB, 2015) argilo siltoso e apresentavam
carater ndo salino (LNS) (CEes = 1,89dS/m) e salino (LS) (CEes = 14,23dS/m) conforme
classificacdo de Richards (1969).

Os Luvissolos sdo comumente encontrados em areas de clima seco e temperaturas
variaveis. Esses solos ocupam grandes extensdes nos estados do Ceara, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte. As areas onde predominam totalizam 98.938 km2,
representando 13,3% da regido semiarida (Jacomine, 1996). Esses solos possuem um
elevado potencial nutricional, e sdo amplamente utilizados na pecuéria extensiva, no
cultivo de palma forrageira e na agricultura de sequeiro (Leite, 2022).

Posteriormente os solos foram destorroados, peneirados (J 4 mm),
homogeneizados e acondicionados em vasos. Para caracterizacao fisica e quimica (Tabela
5 e Tabela 6) foram utilizadas subamostras passadas em peneira de malha de 2 mm.

Tabela 5- Caracterizacdo quimica dos solos utilizados no experimento (I e I1)

LUVISSOLO CE pH Na K Ca Mg S H+Al CTC V PST P
ds.m? (H:0) cmolc.dm?® %
NAO SALINO
Média 1,89 719 028 04 65 19 91 049 96 95 3% 5,0
Desvio Padrio  +0,12  +0,04 0,01 0,01 +0,01 0,01 +0,01 +0,01 001 =+001 *001 001
SALINO
Média 1423 6,21 1,11 013 1590 43 214 107 226 95 5% 2,0

Desvio Padrio 0,61  +0,04 0,01 0,01 +0,01 +0,01 #0,01 #0,01 =+0,01 001 *001 4901

CE: Condutividade elétrica; pH: potencial hidrogenidnico; CTC: Capacidade de troca de cations; V= saturagéo por base;
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As caracterizacdes fisicas dos solos (Tabela 6), foram realizadas por meio de
analises de granulometria, separando as fragdes em areia fina, areia grossa, silte e argila;
argila dispersa em agua pelo método do densimetro; densidade do solo pelo método da

proveta e densidade de particulas pelo método do baldo volumétrico (EMBRAPA, 2017).

Tabela 6 - Caracterizacdo fisica dos solos utilizados no experimento (I e 1)

LUVISSOLO Ds Dp Pt AT AF AG Argila Silte tecx'f‘jﬁgl ADA GF

g.cm? % gkg® %

NAO SALINO (LNS)
Média 1,53 2,70 4348 709 54,7 16,2 5067 4224 Argilosiltosa 124,93 70,42

Desvio Padrio +0,01 +0,03 #0,01 +0,60 0,70 #0,50 #1,20 0,01 +0,01 +0,01
SALINO (LS)

Média 1,68 2,74 3894 630 489 141 4629 4741 Argilosiltosa 17529 63,03
Desvio Padrio +0,01 +0,03 #0,01 +0,80 +1,00 #0,50 0,80 0,01 +0,01 +0,01

Ds: Densidade do solo, pelo método da proveta; Dp: Densidade de particula, pelo método do baldo volumétrico; PT:
Porosidade total; AT: Areia total; AG: Areia grossa;AF: areia fina;ADA: Argila dispersa em agua; GF: Grau de
floculagdo.

As unidades experimentais ndo possuiam drenagem, e eram cOmpostos por vasos
de polietileno, com 15cm de altura e capacidade de 5L, dispostos em fileiras com

espacamento de 30cm, preenchidos com os solos coletados.

2.3. Delineamento experimental e tratamentos

Dois experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados.
O experimento | (EXP I) consistiu em um teste de tolerancia da A. nummularia Lindl. ao
Pb contendo em seis concentrag@es distintas (0, 100, 150, 200, 250 e 300 mg kg™) em
solos de mesma ordem e classe textural, porém um de carater salino e outro ndo salino.
As doses foram escolhidas com base nos valores limites de investigagcdo do metal no solo
segundo a Resolucdo CONAMA 420/2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(Conama, 2009) e em estudos com diferentes espécies de Atriplex (Manousaki;
Kalogerakis, 2009; Zaier et al;2010; Bankaji et al.,2019).

Para o experimento Il (EXP II), foi selecionado uma dose de Pb utilizando como
indicador de tolerancia a variavel de biomassa seca da parte aérea. A dose selecionada foi
a maior dose que no solo de carater salino apresentou BMSpa semelhante (néo
significativo) ao solo de carater ndo salino. As plantas foram cultivadas no LS irrigado
com quatro concentragdes distintas de NaCl (50, 100, 150 e 200 mmol L) com o objetivo
de verificar a influéncia do incremento das concentracdes salinas na absor¢éo e tolerancia

da A. nummularia Lindl. aos metais pesados, conforme esquema abaixo (Figura 47).
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Figura 47 - llustracdo esquematica: A. Experimento | e B. Experimento Il

2.4. Cultivo da Atriplex nummularia

Mudas de A. nummularia Lindl. de ambos experimentos, foram propagadas por
estaquia, utilizando uma unica planta como matriz, cedidas pelo Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), para minimizar a variabilidade genética.

O cultivo foi realizado inicialmente em sacos de polietileno contendo areia lavada
como substrato e irrigadas diariamente com solucédo nutritiva de Hoagland, Arnon (1950)
a ¥ de forca idnica. Apo6s 60 dias apds plantio, estando completamente enraizadas e
aclimatadas, as mudas foram tiradas da areia lavada e transplantadas para os vasos de

polietileno ja caracterizados, onde permaneceram até o final do experimento.

2.5. Incubacéo das doses de chumbo

O solo foi contaminado artificialmente com a adi¢cdo de solugdes de Nitrato de
Chumbo (Pb(NO:s)2), de forma a obter seis concentracGes distintas: 0, 100, 150, 200, 250
e 300 mg kg™ de Pb no solo. Ap6s a adicio das solugdes, a umidade do solo das unidades
experimentais foi ajustada para 80% da capacidade maxima de retencdo, a qual foi
mantida através da reposicdo diéria de agua perdida por evapotranspiracdo. Esse manejo

foi mantido por 30 dias com o objetivo de obter o equilibrio quimico.

2.5. Manejo da agua

A irrigacéo foi baseada na agua perdida por evapotranspiracdo, de modo a manter
0 solo a 80% da capacidade maxima de retencdo, sendo a reposicao realizada diariamente
no final da tarde utilizando uma balanca digital. Para 0 EXP I, a irrigacéo foi realizada
diariamente com &gua de abastecimento local, com condutividade elétrica (CE)

caracterizada, apresentando média de = 0,07dS.m™.
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Para o EXP II, a irrigacdo inicialmente se deu através da aplicacdo de NaCl via
agua de irrigacdo de forma gradual e proporcional até atingir as concentragdes de 0, 50,
100 150 e 200 mmol.L,

2.6. Avaliacdes biométricas (Determinagdo da biomassa fresca e Seca da parte

aérea, raiz e area foliar)

Apos 30 dias da aplicacdo dos tratamentos em ambos 0s experimentos, as plantas
foram cortadas proximo a superficie do solo. Em seguida, a parte aérea (caule e folhas)
foi acondicionada em caixas de isopor com gelo e levada ao laboratorio, no qual,
determinou-se a massa fresca (MF) da parte aérea.

As raizes foram coletadas, retirando o excesso de solo e lavando-as em torneira
com agua corrente até a completa remogdo do solo. Para evitar perdas de material, a
lavagem foi feita com o auxilio de uma peneira de 2 mm. Apds a lavagem, as raizes foram
envolvidas em papel toalha para retirar o excesso de agua e, em seguida, quantificou-se
0 peso fresco das raizes.

Para obtencdo da massa seca (MS), parte aérea (folha + caule) e raizes foram
acondicionadas em embalagem de papel e colocadas em estufa de circulagdo forgada com
temperatura de 65 °C até adquirem peso constante.

A éarea foliar (AF) foi estimada com base no metodo dos discos foliares e consistiu
na coleta de discos foliares de area conhecida (Area do disco ~ 0,2 cm?). Os discos foram
acondicionados em embalagens de papel, levados para secagem em estufa (65° C por 72
horas) e pesados posteriormente obtendo-se a massa seca. A area foliar foi estimada pela

equacdo 7 (Souza et al., 2012).

__ (MSF+MSD)*ADF
- MSD

AF Equacéo 7

Em que:

AF = érea foliar estimada (cm?);
MSF = massa seca das folhas (g);
MSD = massa seca dos discos (g);

ADF = area do disco foliar retirado da folha, neste caso 1,0 cm?;

2.7. Concentracdo de metais e solutos inorganicos na planta
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A determinacdo das concentracbes de metais e solutos inorganicos foram
realizadas na parte aérea (folha + caule) e tricomas das folhas das plantas aos 30 dias apds

a imposicéo dos tratamentos de ambos os experimentos.

2.7.1. Remocao dos tricomas e medicao das concentracdes de Na*, K * e Pb

Para a remocdo das tricomas, aproximadamente 1g de peso fresco das folhas
foram coletados e submetidas a escovacdo usando uma escova de nailon, extraindo as
estruturas das superficies adaxial e abaxial das folhas em 20 mL de agua deionizada,
conforme descrito por Tsutsumi et al. (2015), obtendo uma solugdo com o contetdo dos
tricomas. As folhas escovadas foram secas em estufa a 80 °C por 72 h, e 0 peso seco (PS)
foi determinado.

Para determinar a exclusdo de cations nestas estruturas, ao final de cada
experimento, a solugdo obtida na extracdo dos tricomas foi levada a banho-maria a 90° C
por 1h para extracdo dos elementos Na* e K™ sendo determinados usando um fotémetro
de chamas (Modelo: DM-64-5E, Digimed).

A mesma solucdo extraida foi utilizada para determinacdo de Pbnos tricomas
foliares através da leitura por espectrometria de emissdo 6tica com plasma (ICP-
OES/Optima 7000 Perkin Elmer).

2.7.2. Concentracgdo de metais nos tecidos do foliares

Ao final de cada experimento, amostras da parte (folha + caule) e raiz das plantas
foram coletadas e armazenadas em sacos de papel previamente identificados e colocadas
para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C até atingir peso constante, depois
as amostras foram moidas utilizando em moinho de bolas (Modelo: R-TE-350, Tecnal).

Posteriormente, subamostras de 0,5 g do material vegetal foram digeridas com
HNOs + H20:> (3:1) num forno de micro-ondas (Milestone-Ethos Easy) a 180 °C por 10
minutos, de acordo com a metodologia 3050B modificada (USEPA, 1996).

Os extratos obtidos na digestdo, foram filtrados (@ < 2,0 pum) e seu volume
completado até 25 mL em baldes volumétricos com agua ultrapura. As amostras foram
armazenadas e armazenados a 4 °C para posterior analise por espectrometria de emisséo
otica com plasma (ICP-OES/Optima 7000 Perkin Elmer).

2.8.4. Microscopia de varredura eletronica da superficie da folha e concentracao

de metais nos tricomas
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Ao final de ambos os experimentos, foi realizada uma caracterizacao da superficie
foliar das plantas cultivadas através do Microscopio Eletronico de Varredura.

A avaliacdo foi realizada conforme De castro, (2002), com modificag¢des, no qual
segmentos das folhas de A. nummularia Lindl. passaram por processo de fixa¢ao de suas
estruturas com auxilio de solucdo tampdo Karnovsky (Karnovsky 1965) até o
processamento das amostras para analise. As amostras foram lavadas triplamente 24h
antes da avaliacdo com tampédo Cacodilato (Sodium cacodylate trihydrate), desidratado
em série etilica crescente e levado a secagem em dissecador contendo silica.

Posteriormente, para avaliagdo as amostras foram colocadas em Stubs com
auxilio de fita de carbono (Figura 5 A) e coberta com uma fina lamina de ouro em
metalizador (Metalizer, 145 mod. Denton Desk Il Sputter Coater, Torontech Group
International, Markham, ON, Canada) (Figura 5 B). Ap0s este procedimento as amostras
foram levadas ao Microscopio Eletrdnico de Varredura (Scanning Electron Microscope,
147 mod. JSM-5600LV, Jeol, Peabody, MA, USA) (Figura 5 D) onde foram
fotomicrografadas bem como avaliado os elementos que se encontravam na superficie

das através de Energia Dispersiva de Raio-X (EDX).

2.9. Densidade de tricomas

Para contabilizacdo dos tricomas da superficie foliar foi realizada a observacéo da
epiderme pela dissociacdo epidérmica das folhas de A. nummularia Lindl. da regido do
apice, terco médio e base, na qual as folhas foram submersas em solugdo de hipoclorito
de sodio a 60%, em seguida coradas com azul de metileno (1%) e fixadas nas laminas
com glicerina (50%).

As laminas foram observadas em microscopio fotdnico acoplado a uma camera
para a captura de imagens, que foram utilizadas para contabilizar a densidade de tricomas
com auxilio do programa Image J, no qual as imagens foram processadas, tratadas e 0s

tricomas contabilizados e divididos pela area visualizada (mm?2) (Schneider et al., 2021).

2.10 Avaliagdes das relacdes hidricas
2.10.1 Potencial Hidrico (¥w)

A determinacdo do potencial hidrico foliar foi realizada ao final do Experimento
Il antes do amanhecer (predawn) aos 30 dias ap0s o inicio da aplicacdo dos tratamentos.
Ramos e folhas do tergo médio de cada planta foram selecionadas e levadas a cdmara de
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pressdo de Scholander (SCHOLANDER et al., 1965), na qual as determinacdes foram
realizadas. Para a leitura foi realizado um corte em bisel com auxilio de uma lamina
cortante, para restabelecimento do equilibrio hidrico do peciolo e auxilio de uma lupa
para facilitar a visualizacdo da extrusdo da seiva. Apos este procedimento o peciolo foi
posicionado na cdmara e submetido a uma pressao de fluxo constante até visualizacdo da
primeira gota na superficie do corte, anotando-se, neste momento, o valor da pressao

exercida em KPa.e convertido para Mpa.

2.10.2 Potencial osmotico (Vo)

Para a determinacdo do potencial osmotico foi utilizado o material vegetal ja
coletado por ocasido da avaliacdo de potencial hidrico, realizado aos 30 dias de aplicacdo
dos tratamentos. A amostra foi macerada em nitrogénio liquido, a seiva obtida nesse
processo foi filtrada em tecido musseline e centrifugada a 10.000 g por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi separado ¢ uma aliquota de 10 uL foi utilizada para a determinacéo da
osmolalidade do tecido com osmémetro de presséo de vapor (Paulino et al., 2020)

Os valores obtidos em mmol kg™ foram convertidos em potencial osmético, por
meio da equagdo de Van’t Hoff (Equacéo 8).

Yo = —RTC Equacéo 8
Em que:
R= Constante geral dos gases (0,00831 kg MPa mol* K1)
T= Temperatura em Kelvin (K)
C= Concentracio do soluto (mol kg™)

2.10.3 Potencial de Pressao (¥p)

A estimativa do potencial de pressdo foi feita a partir dos valores obtidos nas
determinacdes de potencial hidrico e potencial osmético. Admitindo-se que o potencial
hidrico é igual ao somatorio do potencial osmotico e de pressdo (Equacdo 9)
possibilitando calcular o potencial de pressdo a partir da Equacao 10.

Yw= Yo + ¥p Equacéo 9

Yp=Y¥Yw—- Wo Equacéo 10

2.10.4 Construcéo da Curva Pressdo-Volume (Curva PV)
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A confeccdo da Curva PV foi realizada através das técnicas utilizadas por Fanjul;
Barradas (1987) e adaptadas por Lins et al. (2018). Ao final do experimento I, foram
selecionadas folhas e estas foram coletadas estando completamente submersas em agua
deionizada através de corte com auxilio de uma tesoura, 0s quais posteriormente passaram
por todos os processos anotando o volume de seiva coletado e a pressdo correspondente

foram anotados para construcédo das Curvas PV.

2.10.4.1 Potencial osmético a pleno turgor (Yo%) e Ajuste osmotico

O potencial osmético a pleno turgor para este estudo foi obtido através de duas
metodologias, a primeira através da osmometria e a segundo pela andlise da Curva

Pressdo-Volume (Curva PV).

2.10.4.2 Potencial osmético a pleno turgor obtido por osmometria

Para obtencdo do potencial osmotico a pleno turgor por osmometria foram
selecionadas e coletadas folhas das plantas de cada tratamento, as quais foram
acondicionadas e transportadas para o laboratério de Fisica do Solo localizado no
Departamento de Agronomia do Campus SEDE da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, onde foram submetidas a saturacao ao escuro por um periodo de 24h para
atingir o pleno turgor.

Passado esse tempo, 0 excesso de agua na folha foi cuidadosamente retirado com
o0 auxilio de papel toalha. Apds esse processo, a folha foi macerada em nitrogénio liquido
e a seiva extraida foi filtrada e centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C para leitura
da osmolalidade em osmémetro por pressdo de vapor pipetando-se uma aliquota de 10
puL do sobrenadante derivado da centrifugacdo. As leituras obtidas no osmometro por
pressdo de vapor sdo dadas em mmol kg™ e convertidos em MPa partir da equacio de

Van’t Hoff, conforme Equagdo 02 ja mencionada no subitem 6.7.2.

2.10.4.3 Potencial osmético a pleno turgor obtido por Curva PV

A partir da construcdo das Curvas PV descrita no topico 6.7.4 foi possivel estimar
o potencial osmético a pleno turgor (Po'%). O ajuste das Curvas PV seguird o modelo
desenvolvido por Schulte and Hinckley (1985) e a equacgéo desenvolvida para estimar o

potencial osmético a pleno turgor (Yo%) foi realizada a partir do prolongamento da
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regido linear, estimada através de regressao linear, da curva ao eixo Y conforme indicado

na figura 4.

2.10.4.4 Calculo do Ajuste Osmatico

De posse dos dados que foram obtidos nas analises anteriores 0 ajustamento
osmaético foi estimado a partir da Equacao 11 (BLUM, 1989).

— 100 100 2
AOtotal = Yo Controle — Yo Estressadas Equa(;ao 11

Em que:

AOqotal € 0 ajustamento osmético total;

Wol%onrole € 0 potencial osmotico das plantas que ndo foram submetidas ao estresse
salino a pleno turgor;

Wol%iressadas 0 POtencial osmaotico das plantas submetidas ao estresse salino e hidrico a

pleno turgor.

2.10.5 Moddulo de elasticidade

Através da Curva PV, além da estimativa do potencial osmotico a pleno turgor
(Yo%) descrito anteriormente, também é possivel obter também pardmetros como o
potencial osmético a zero turgor (Yo°) sendo estimado através da projecdo do primeiro
ponto de inflexdo da curva no eixo Y, teor relativo de 4gua no ponto de perda de turgor
(TRA,) derivado das coordenadas X e Y do primeiro ponto da regido linear das curvas P-
V, a fracdo de 4gua apoplastica (AF) é obtida prolongando da regido linear da curva P-V
até o eixo X e 0 modulo de elasticidade (&) estimado através da Equacdo 12 (Patakas e
Noitsakis, 1999; Gambetta et al., 2020; Candar et al., 2023).

_ (w3%-w) (1-4F)
- (1-TRAg)

€ Equacéo 12

2.10.6. Teor Relativo de Agua (TRA)

A determinacdo do teor relativo de agua foi realizada em folhas coletadas em
ramos proximos aos coletados para determinacdo do potencial hidrico. Cinco discos
foliares de 8 mm de diametro foram retirados das folhas coletadas e pesados em balanca
analitica obtendo-se a biomassa fresca (BMF) em grama.

Ap0s a pesagem, os discos foram postos para saturar por 24 horas até atingir pleno

turgor. Os discos completamente saturados foram pesados obtendo-se o0 peso da biomassa
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targida (BMT). O peso de biomassa seca (BMS) foi obtido ap6s secagem dos discos a
80°C em estufa de circulagdo forcada de ar por 48h. A determinacdo do TRA foi feita
conforme proposto por Silveira et al. (2003) e calculado a partir da Equacédo 13.

) — BMF—-BMS

0,
TRA ( % BMT—-BMS

x100 Equacéo 13

2.11 Avaliagdes fotossintéticas

2.11.1 Trocas Gasosas foliares

As avaliagOes das trocas gasosas das plantas foram realizadas aos 30 dias apos a
imposicédo dos tratamentos em ambos 0s experimentos com auxilio do Analisador Portétil
de Gas Infravermelho (IRGA), modelo LICOR Li-6400XT. Através deste, foram
avaliadas as variaveis: Fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs), a
transpiracdo (E), calculando-se posteriormente a eficiéncia do uso da agua (EUA - A/E).

Com intuito de padronizacao, as leituras foram realizadas entre 8 e 11h, com uma
radiacio fotossinteticamente ativa (RFA) de aproximadamente 1200 pumol m? s,
temperatura do bloco de 27°C, umidade relativa do ar de referéncia variavel na faixa de

50 a 60% e a concentragdo de CO- do ar de referéncia de 400 pmol m?s™.

2.11.2 Fluorescéncia da Clorofila a

As avaliac@es da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas aos 30 dias ap0s a
0 inicio dos tratamentos em ambos os experimentos, sendo determinada através de
fluorémetro portatil (Modelo Fluorpen FP 100) em folhas ndo destacadas, sadias e
totalmente expandidas da regido do terco médio das plantas. Foram amostradas folhas
expostas ao sol de todos os individuos, selecionando-se sempre uma unica folha por
planta. Para avaliacdo as folhas amostradas foram submetidas ao escuro por um periodo
de 30 minutos afim de promover a abertura dos centros de reacdo do Fotossistema Il -
FSII e ap0s esse periodo, a fluorescéncia inicial (FO) foi determinada a partir da incidéncia
de um pulso de luz modulada de baixa intensidade (< 0,1pmol m™? s1). A fluorescéncia
méaxima (Fm) foi obtida a partir da incidéncia de um pulso de luz saturante 0,3 s de
duracdo. E a Fv foi determinada pela diferenca entre Fm e FO. Por fim, a partir dos

resultados de Fv e Fm obtém-se a relagdo Fv/Fm conhecida como rendimento quéantico.

2. 12. Andlise de dados
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O EXP | foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, e analisado em
esquema fatorial (2x6) relativo a dois Luvissolos (LNS e LS) e seis concentracdes
distintas de Pb (0, 100, 150, 200, 250 e 300 mg kg™), com 3 repeticdes totalizando 48
unidades experimentais. J& o EXP. Il também seguiu o delineamento em blocos
casualizados com plantas cultivadas no LS, com uma dose de Pb escolhida com base na
Biomassa Seca da Parte aérea do EXP I, submetidas a irrigacdo com cinco concentragoes
distintas de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mmol L), e 4 repeticdes totalizando 20 unidades

experimentais.

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com o teste F. As interacOes e fatores quantitativos avaliados que apresentaram
diferenca significativa de 5 ou 1%, por meio da ANOVA, foram desdobradas e
submetidas a anélise de regressao, verificando significancia e melhor ajuste através da
avaliacdo do coeficiente de regressédo (R?). Os fatores qualitativos que apresentaram
diferenca significativa de 5 ou 1% foram submetidos a teste de média de Tukey. Foi

realizado também avaliagcdes das médias, medianas, modas e desvio padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Avaliacg6es do Experimento |
3.1.1. Desenvolvimento da especie

As plantas do EXP | ndo apresentaram sintomas de clorose ou toxidez até o final
do experimento. Visualmente as plantas cultivadas em LS apresentaram maior altura e

biomassa, sem diferenciagdo no tamanho ou coloragao de folhas (Figura 48).

Figura 48 - A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino (plantas a direita das
fotos) e ndo salino (plantas a esquerda das fotos) contaminado com doses crescentes de Pb (A) 0
mg kg*; (B) 100 mg kg?; (C) 150 mg kg*; (D) 200 mg kg?; (E) 250 mg kg*; (F) 300 mg kg;

3.1.2. Biomassa fresca (BMFea) € seca (BMSpa) da parte aérea, Area foliar (AF) e
Biomassa fresca (BMFR) e seca (BMSr) da raiz

A bioma fresca da parte aérea (BMFpa) das plantas cultivadas apresentaram
diferenga significativa (p<0,01) para os fatores dose e solo, exibindo um comportamento
linear crescente, com incremento de 46% de biomassa na dose de 300 mg kg™ de Pb em

relacdo ao controle, sendo este aumento uma contribuicdo principalmente das plantas
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cultivadas em LS que apresentou BMFpa 11% maior que as cultivadas em LNS (Figura
49).
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Figura 49 - Biomassa fresca da parte aérea (BMFpa) de A. nummularia Lindl. Lindl. cultivada
em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05). As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Da mesma forma, a biomassa seca da parte aérea (BMSpa), variavel escolhida para
fundamentar o EXP 11, apresentou diferenca significativa (p<0,01) apenas para o fator
dose, com incremento de 22% entre a Gltima dose de Pb (300 mg kg™) e o controle (Figura
50).
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Figura 50 - Biomassa seca da raiz (BMSpa) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia
dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).
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Avaliando a area foliar (AF) das plantas, observa-se que a variavel apresentou
interacdo significativa (p<0,01), exibindo um comportamento quadratico para as plantas
cultivadas em LS, e valor de minimo na dose de 81,72mg kg, com um total de 545cm?
(Figura 51).
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Figura 51 — Area Foliar (AF) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino
(LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia dos coeficientes
de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

As plantas cultivadas em LNS, apresentaram comportamento linear crescente,
com incremento de 1,39 cm? por unidade de dose de Pb, as plantas cultivadas na dose de
300 mg kg produzindo uma area foliar de 669cm2, cerca de 62% a mais que as plantas
sem adicéo de chumbo (Figura 51).

A literatura cita vastamente, que certas doses de salinidade podem estimular o
crescimento da espécie (De Souza et al., 2012; Lins et al., 2018; Paulino et al., 2020).
Além disso, a maior capacidade de retencdo de agua conferida a espécie sob salinidade
(Melo et al., 2018), pode justificar as maiores médias de BMFea 0Observadas nas plantas
cultivadas no LS.

Nesta pesquisa, observou-se também que apesar das plantas cultivadas em LS se
sobressairem as cultivadas no LNS quanto a BMFea e AF, 0 comportamento perante o
incremento das doses de Pb foram os mesmos para BMFpa € BMSpa, € semelhante para
AF, assim, seu crescimento possivelmente foi estimulado por outro fator, como a

presenca de nitrogénio.
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O Pb por sua natureza toxica, ndo seria capaz de promover este aumento, por outro
lado, o sal utilizado para contaminacgdo do solo apresenta nitrogénio em sua formulagéo
que parece estimular o crescimento da A. nummularia Lindl. Desta forma, acredita-se que
no momento da incubacdo do solo, a adi¢cdo do nitrato, mesmo que pequena, pode ter
estimulado o crescimento da espécie.

Alguns trabalhos relatam o melhor desenvolvimento da biomassa da A.
nummularia Lindl. com a aplicacdo de doses de N, relatando ainda que o incremento
destas doses pode estimular a absorcdo de Na* (Eissa e Ahmed, 2016; Cunha et al., 2017).

Péerez et al. (2013) avaliando a extracdo de metais pesados da A. halimus em solos
de mineracdo adicionando compostos organicos, ricos em N, verificaram também o maior
desenvolvimento da biomassa da espécie, registrando que a aplicacdo de doses de esterco
conseguiu retirar maior quantidade de metais (Cu > Zn > Cd) do solo acumulando-os na
parte aérea, devido ao maior crescimento das plantas.

Eissa e Ahmed (2016), também avaliaram o desempenho de trés espécies de
Atriplex na fitoextracdo de metais com doses crescentes de N, porém observaram que a
presenca dos fertilizantes usados reduziu a disponibilidade dos metais e

consequentemente sua absorcao.

3.1.3. Avaliacg0es das Relacgdes Hidricas

3.1.3.1. Potencial Hidrico Foliar (¥w), Potencial Osmético (Wo) e Potencial de
Pressao (¥p)

O Yw néo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os fatores estudados.
J& o0 Yo apresentou interagdo significativa com um comportamento linear decrescente
para as plantas cultivadas em LNS, reduzido 33% em sua ultima dose de Pb (300mg kg

1y em relacdo as plantas sem adicdo de Pb (Figura 52).
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Figura 52 - Potencial osmético foliar (o) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia
dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

As plantas cultivadas em LS apresentou valores de Wo mais negativos que as
plantas sem a presenca de salinidade, porém, ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) com o incremento das doses de Pb, com média de -3,99 Mpa.

A manutencdo do Yw de halofitas, mesmo com a adi¢do de metais pesados, pode
ser uma estratégia para favorecer a tolerancia nesses ambientes, utilizando-se de seus
mecanismos adaptativos para manutencao da capacidade hidrica (Singh et al., 2023).

A salinidade do solo € um fator que reduz a capacidade da planta em absorver
agua do solo, porém a Atriplex exibe mecanismos adaptativos que auxiliam a manter um
gradiente favoravel de absorcdo de agua, reduzindo seu potencial osmdtico através da
sintese de solutos compativeis e acumulo de ions inorganicos em suas vesiculas
epidérmicas e vacuolos (Melo et al., 2018; Lins et al., 2018).

Nesta pesquisa, 0 Yo das plantas cultivadas em ambiente ndo salino também
apresentou redugdes, indicando um possivel acimulo de solutos com o incremento das
doses de Pb. Merzougui, et al. (2022) avaliando a A. nummularia Lindl. crescendo numa
area de mineracdo ativa no sudeste de Marrocos, verificaram uma correlacédo direta entre
os altos niveis de chumbo no solo com o aumento das concentragdes de prolina (r =
0,949**), podendo este ser o principal soluto responsavel pela diminui¢do do Yo.

Além disso, foi verificado que o Pb provoca estresse oxidativo na espécie, levando
a um potencial uso de compostos fendlicos para lidar com o efeito téxico (Merzougui et
al., 2024).
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O yp também apresentou interacdo significativa (p<0,01), com as plantas
cultivadas em LS, exibindo comportamento quadratico com o incremento das doses de
Pb, atingindo seu valor de maximo 1,66 MPa na dose de 132,5mg kg?, enquanto as
plantas cultivadas em LNS ndo sofreram variacdo com as crescentes doses de Pb,

apresentando média de 1,22MPa (Figura 53).
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Figura 53 - Potencial de pressdo (yp) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pbh. Significancia dos
coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

O yp indica a forca de turgescéncia realizadas pelas células vegetais para
manutenc¢do do status hidrico das plantas, essa pressao celular rege o transporte de agua
através das membranas celulares vegetais (Yi et al., 2022).

Plantas halofitas tendem a priorizar o acumular ions inorganicos como Na*e CI-
em vacuolos, devido seu menor gasto energético, auxiliando na redugdo do yo e
mantendo a capacidade de absorcdo de agua em ambientes adversos (Shabala, 2013)

Além disso, é possivel observar também o acumulo de solutos organicos de baixo
peso molecular, conhecidos como osmolitos, que além de promover melhora no status
hidrico das plantas, protegem as estruturas subcelulares, macromoleculares e atenuam 0s
danos oxidativos (Slama et al., 2015).

Diante disto, é possivel verificar que no LS, as plantas cultivadas sob a dose de
Pb que apresentaram maior valor de yp, necessitaram aumentar seu turgor possivelmente

devido ao aciimulo de soluto, principalmente entre as doses de 100 e 150 mg kg™ de Pb.
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Por outro lado, a manutengéo dos valores de yp das plantas cultivadas em LNS
demostra que a presenca dos solutos ndo foi suficiente para alterar o turgor celular,
demostrando que existe possivelmente uma diferenciacdo nos tipos de solutos
acumulados pela espécie frente as caracteristicas de solo (auséncia e presenca de

salinidade).

3.1.3.2. Parametros da Curva Pressdo Volume (Curva PV)

O Yo' apresentou diferenca significativa (p<0,01) apenas para o fator dose,

com comportamento quadratico, com menor yo*® (-3,46MPa) observada na dose de

162 mg kg (Figura 54).
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Figura 54 - Potencial Osmdtico a Pleno Turgor (yo'®) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de caréater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05).

Da mesma forma o Wo?, apresentou diferenca significativa apenas para o fator
dose, exibindo comportamento quadratico, com valor de minimo de -4,64 MPa, na dose
de 125mg kg™ de Pb (Figura 55).
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Figura 55 — Potencial Osmotico a Zero Turgor (yo®) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p < 0,05).

O Yo tem sido utilizado como indicador de tolerancia ao estresse hidrico, no qual
valores mais baixos de ponto de perda de turgescéncia indicam que as plantas possuem
uma faixa mais ampla de Yw dentro dos quais a folha permanece targida e mantém suas
funcdes metabdlicas (Pérez-Romero et al., 2020).

Os elementos da Curva PV, sdo atribuidos a condi¢es intracelulares das plantas,
principalmente em espécies que possuem a contribuicdo dos elementos excluidos no
tricomas na sua regulacdo osmotica (Lins et al., 2018; Paulino et al., 2020). Nesta
pesquisa, os valores mais baixos de Wo° observados se concentraram entre as doses de
100 e 150 mg kg* de Pb, mesma faixa em que observou-se aumento do ¥p (nas plantas
cultivadas no LS), apresentado na secao anterior, indicando novamente um potencial
acumulo de solutos, desta vez a nivel intracelular.

O €&, apresentou interagdo significativa (p<0,01), com as plantas cultivadas em
LNS sem apresentar diferenga com o incremento das doses de Pb, exibindo média de 9,58
MPa, e as plantas cultivadas em LS um comportamento quadratico com valor de maximo
de 53,40 MPa na dose de 175,34 mg kg*(Figura 56).
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Figura 56 — Modulo de Elasticidade (€) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia
dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

Em ambientes salinos a reducdo da elasticidade da parede celular, ou seja, paredes
celulares mais rigidas, podem ajudar a manter um YWw mais baixo auxiliando na absor¢éo
de &gua (Hessini et al., 2015).

Assim, o € é frequentemente relacionado pressdo de turgescéncia das células
vegetais e rigidez das paredes celulares necessaria para manutencdo de baixos potenciais
hidricos intracelular (Tsugawa et al., 2022).

Além disso, paredes celulares podem imobilizar ions toxicos de metais pesados,
impedindo sua entrada no citoplasma e afetando a atividade metabdlica intracelular
(Shang et al., 2020).

3.1.4. Avaliagdes fotossintéticas

N&o houve diferenca significativa (p>0,05) para nenhum dos fatores estudados
(dose, atributos do solo ou interacdo) referentes as trocas gasosas, fluorescéncia ou
pigmentos fotossintéticos, mostrando que aparato fotossintético ndo sofreu nenhum dano
com os tratamentos aplicados.

A toxicidade do Pb afeta negativamente a atividades fotossintéticas das plantas
sendo relatados na literatura: inibindo a sintese de clorofila, prejudicando a absorcdo de
elementos essenciais (Naz et al., 2015); aumentando a resisténcia estomatica e
diminuindo a transpiragéo (Navabpour et al., 2020); além de induzir o estresse oxidativo

(Balakhnina e Nadezhkina, 2017). Entretanto, os dados obtidos na pesquisa demonstram
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que a A. nummularia Lindl. apresentou tolerancia ao Pb em solos na presenca e auséncia
de salinidade até a dose de 300mg kg™ de Pb, ndo exibindo comprometimento das trocas

gasosas.

3.1.5. Avaliag0es dos Solutos Inorganicos

3.1.5.1. Teor de Sddio (Na*pa), Cloro (Clpa), Potassio (K*pa) € Chumbo (Pbpa) na
Parte Aérea, Teor de Chumbo (Pbr) na Raiz e Fator de Translocacgéao (FT)

O Na'pa apresentou interagdo significativa (p<0,01), com as plantas cultivadas em
LS exibindo comportamento linear crescente com o incremento das concentracGes de Pb,
aumentando 35% na Ultima dose de 300 mg kg™ de Pb em relagdo as plantas controle
(Figura 57 A). Ja as plantas do LNS apresentaram um teor médio de 41,17 mg g*.

O teor de Clpa apresentou interacdo significativa (p<0,01) entre as plantas
cultivadas em ambos os solos de caracteristicas distintas. As do LNS apresentaram
comportamento quadratico com o incremento das doses de Pb, com teor maximo de 105,
1 mg g%, na dose de 159,17mg kg™ de Pb (Figura 57 B). Enquanto as plantas cultivadas
no LS apresentaram comportamento linear quadratico com teor de 130,93 mg kg™ na
maior dose de Pb (300mg kg™), 32% mais que as plantas controle.

O teor de K*pa, da mesma forma apresentou interacdo significativa (p<0,01) entre
as plantas cultivadas no LNS e LS, exibindo para este ultimo, um comportamento linear
crescente com o incremento das doses de Pb, aumentando 59% o teor de K*pa nas plantas
cultivadas na maior dose (300 mg kg™) em relagio a sem adigdo de Pb (Figura 57 C). O
LNS exibiu comportamento quadratico com o aumento das doses, apresentando valor de
minimo de 16,11 mg g™ na dose de 60,17mg kg™ (Figura 57 C).

O teor de Pbpa, também apresentou interacdo significativa (p<0,01) entre as
plantas cultivadas em solos de caracteristicas distintas, exibindo comportamento linear
crescente com o incremento das doses de Pb, tanto nas plantas do LNS quanto do LS
chegando a acumular 47,80 mg kg? e 25,54 mg kg, respectivamente, nas plantas
cultivadas na maior dose (300 mg kg?) (Figura 57 D).

Até a dose de 73,07 mg kg as plantas cultivadas no solo de caréter salino
apresentaram maior acumulo em relacdo as do ndo salino, posterior essa dose, 0 LNS
sobressai 0 LS chegando a acumular 47% mais Pb na maior dose estudada (300 mg kg™t)
(Figura 57 D).
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Figura 57 - Teor de Sddio (Na*pa), Cloro (Clpa), Potassio (K*pa) € Chumbo (Pbpa) na Parte Aérea A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p <0,05).

134



O teor de Pbr também apresentou interacdo significativa (p<0,01), com efeito
linear entre as plantas cultivadas no LNS e LS, com actimulo de 12,02 e 4,79 mg kg na
dose de 300 mg kg™ de Pb (Figura 58).
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Figura 58 — Teor de Chumbo nas raizes (Pbgr) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo
de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

A partir da dose de 27,23 mg kg de Pb o LNS apresentou maiores acimulos
sucessivos em relacdo ao LS, apresentando cerca de 54, 57, 59, 60 e 60% mais Pbr nas
doses de 100, 150, 200, 250 e 300 mg kg™ respectivamente (Figura 58).

Bankaji et al., (2019) avaliando a A. halimus verificaram que a exposi¢éo a 200
mmol de NaCl aumentou a concentracdo de Na* na parte aérea, porém nao diferiu com o
incremento das doses de Pb a solucédo nutritiva.

A A. nummularia Lindl. apresenta alta capacidade de acumular ions de Na*, Cl" e
K" em seus tecidos na presenca de salinidade auxiliando nas pressdes osméticas (Moura
et al., 2019). Nesta pesquisa, observou-se este comportamento, além disso, verificou-se
que o incremento das doses de Pb também provocaram o maior acimulo desses ions nas
plantas cultivadas em LS, possivelmente devido a alguma tentativa regulacdo osmotica
causada pela presenca de Pb.

Nas plantas cultivadas em LNS, o Na*pa ndo apresentou variacdo, porém, o teor

de Cl'pareduziu a partir da dose de 159,17 mg kg™ e o de K*pa aumentou a partir da dose
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de 60mg kg?. Demonstrando que o incremento das doses de Pb apresentou diferentes
interacfes com as caracteristicas do solo.

Merzougui et al., (2022) verificaram que a A. nummularia cultivada proximo a
mina de galena desativada, cuja concentracdo de Pb no solo era de 200mg kg 7,
apresentaram maior acimulo em suas folhas, de aproximadamente 250 mg kg™ de Pb,
aos 6 meses de estudo.

Quanto ao teor de Pbpa e Pbr, a maioria dos estudos com espécies de Atriplex e
contaminacdo por Pb, relatam que a acumulagdo do elemento foi preferencialmente na
raiz (Bankaji et al., 2019; Laghlimi et al., 2022; QOuaini et al., 2023) o que diverge do
encontrado nesta pesquisa.

Acredita-se que este comportamento contrario ocorreu devido a diferenca entre 0s
ambientes e o tempo de cultivo nas pesquisas apresentadas. Nesta pesquisa o cultivo de
A.nummularia se deu em 30 dias em solos, enquanto os demais estudos avaliaram as
espécies depois de 2 meses de cultivo em condic¢des hidropdnicas ou semi-hidropdnicas,
verificando que a resposta da espécie pode variar a partir das condi¢des de tempo e
ambiente.

Acosta et al., (2018) avaliando a fitorremediacdo de rejeitos de minas com A.
halimus apds cinco anos de aplicacdo de residuos de marmore (CaCO3), chorume de
suinos e a combinacao de ambos, verificaram que os residuos de marmore aumentaram a
concentracdo de Pb nas folhas, acumulando-se em maior quantidade na parte aérea em
comparacdo as raizes, conforme esta pesquisa.

Além disso, levinsh, (2023) relata que os sistemas experimentais baseados no solo
parecem ser 0s mais confiaveis para avaliagdo do potencial de acumulacdo de Pb nas
plantas, pois a extrapolacdo dos resultados obtidos em experimentos hidropdnicos pode
ser enganosa e ndo deve ser usada para estimar a capacidade de acumulacgéo de Pb.

O fator de translocacéo (FT), apresentou valores maiores que 1 em todas as doses

e combinacdes avaliadas (Figura 59).
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Figura 59 — Fator de translocacdo (FT) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. As médias
seguidas por letra iguais, mailsculas entre as caracteristicas do solo e mindsculas doses, nédo
diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Os valores de FT das plantas cultivadas em LS foram maiores em relagdo a LNS,
diferindo estatisticamente, nas doses de 100 e 150mg kg e a maior translocacéo observda
na pesquisa ocorreu na dose de 150 mg kg de Pb em LS e na dose de 300 mg kg de Pb
em LNS

O Indice de tolerancia, apresentou tambem valores maiores que 100 em todas as
doses e combinac@es avaliadas, porém nao diferiu estatisticamente entre as caracteristicas

de solo (Figura 60).
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Figura 60 — Indice de Tolerancia (IT) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. As médias seguidas por
letra iguais, maiusculas entre as caracteristicas do solo e mindsculas doses, ndo diferem pelo teste
de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Avaliando o FT, um dos indicadores usados para verificar o potencial de
fitoextracdo de espécies (Mendez e Maier, 2008), é possivel observar que em todas as
doses de Pb avaliadas, tanto na auséncia, quanto na presenca de salinidade foram maiores
de 1, indicando possivel potencial da espécie a programas de fitoextragéo.

Diante dos resultados observados, é possivel verificar uma tolerancia da A.
nummularia Lindl. a contaminacdo de Pb, e que na presenca de salinidade, a faixa entre
150 e 200 mg kg* de Pb a espécie parece ativar mecanismos adaptativos na superagio do
estresse imposto 0 que ndo ocorre com tanta intensidade nas demais doses.

Os indices de tolerancia (IT) tém sido Uteis para caracterizar a tolerancia das
plantas aos metais pesados. Valores inferiores a 100% indicam uma diminuicéo liquida
na biomassa e sugerem que as plantas estdo estressadas com metal, da mesma forma,
valores superiores a 100% indicam um aumento na biomassa das espécies e sugerem que
as plantas expressam um efeito de diluicdo do crescimento (Audet e Charest, 2007;
Bankaji et al., 2019).

Assim, além de apresentar FT propicio para fitoextracdo as plantas de A.
nummularia demonstraram boa tolerancia ao Pb, através de altos IT devido ao aumento
da biomassa da parte aérea com o incremento das doses de Pb.

Estes resultados indicam ainda que, com maior tempo de cultivo e condigdes
favoraveis ao crescimento da espécie, a A. nummularia, possivelmente, tende se

desenvolver bem a acumular mais Pb em seus tecidos vegetais seja na parte aérea ou raiz.

3.1.5.2. Caracterizacéo e Densidade de Tricomas (DT)

Com as andlises de anatomia realizadas foi possivel verificar a estrutura e
contabilizar os tricomas presentes nas superficies abaxial e adaxial de A. nummularia
Lindl. submetida aos diferentes tratamentos. De maneira geral observou-se maior
densidade de tricomas na superficie adaxial das plantas e a presenca de varias drusas em
61).
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Figura 61 — (A) Lamina foliar dissociada para contabilizacdo da densidade de tricomas e (B)
Corte transversal de folha de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de caréter salino (LS)
e néo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Cd. Detalhes da estrutura dos estdmatos
“Est”, Drusas “Dr” e tricomas vesiculares: cabeca “Cb”, pedunculo “Pd”.

A presenga de drusas no mesofilo foliar foi comprovada também com a
microscopia de varredura eletrénica (MEV) auxiliada pela emissdo de energia dispersiva
de raio X (EDX), através da identificacdo dos cristais formados principalmente por
oxalato de célcio, conforme identificado os elementos (Ca e O) pelas avalia¢cdes do EDX
(Figura)

Drusa é um grupo de cristais de oxalato de célcio, silicatos ou carbonatos presentes
nas plantas. Stomka et al., (2020) avaliando a espécie Arabidopsis arenosa, submetida a
estresse por metais pesados, verificaram um elevado nimero de cristais de oxalato em plantas

cultivadas em ambiente poluido com metais pesados e relataram que tais estruturas que pode

servir para desintoxicar ndo apenas Ca, mas também Zn, Cd e Pb.
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Figura 62 — Microfotografias de se¢do transversal de folhas de A. nummularia Lindl. cultivada
em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb
obtidas por microscopia de varredura eletrénica (MEV) e Mapas de distribuicdo de Ca e O em
cristal de drusa, identificados com auxiliado de emisséo de energia dispersiva de raio X (EDX).

A formacao de drusas aumentaram e acompanharam todos os tratamentos com Pb,
observando a presenca de calcio como cristais de drusas feitos principalmente de oxalato
de calcio de acordo com os picos de Ca, O dos espectros de analise pontual de raios X
(Figura 63).
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Figura 63 - Mapas de distribuicdo de Ca, obtidas com auxiliado de emisséo de energia dispersiva
de raio X (EDX), da superficie foliar de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de carater
salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.

A DT apresentou diferenca significativa (p<0,01) para o fator dose, reduzindo
13,82 unidade de tricomas por mmz, chegando a reduzir 28% na maior dose de Pb

estudada (300 mg kg™) em relacio as plantas controle (Figura 64).
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Figura 64 - Densidade de Tricomas (DT) de A. nummularia Lindl. cultivada em Luvissolo de
carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb. Significancia
dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

O aumento na densidade dos tricomas vesiculares estdo normalmente associados
a presenca de salinidade no ambiente de cultivo, devido principalmente aos ions de Na*
e CI". Porém, nesta pesquisa ndo houve diferenca estatistica entre as caracteristicas de
presenca e auséncia de salinidade, podendo este comportamento esta relacionado a outra

interacdo ainda ndo estudada. Ademais, o incremento das doses de Pb, reduziram a DT,
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induzindo a uma possivel relacdo entre sua presenca no ambiente de cultivo e estas

estruturas.

3.1.5.3. Teor de Sodio (Na*ves), Cloro (Clves), Potassio (K*ves) e Chumbo (Pbves)
na Vesicula

O teor de Na*ves apresentou diferenga significativa (p<0,01) para os fatores dose
e solo, exibindo comportamento linear decrescente com o incremento das doses de Pb,
reduzindo 45% na maior dose (300 mg kg™) em relago as plantas sem adicio de Pb

(Figura 65).

30 30
19,57 A
- Na* yes = 21,443 - 0,0325%*Pb
- R2=0,8041
=20 [ TTe-l 20
;‘g S 12,48 B
=15t
.
S 10 10
5
0 0 S
0 50 100 150 200 250 300 LNS LS

Dosesde Pb (mgkg™)

Figura 65 - Teor de Sédio nas vesiculas (Na*ves) de A. nummularia Lindl. cultivada em
Luvissolo de caréater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses crescentes de Pb.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05). As medias seguidas pela
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Em relagdo ao fator solo, as plantas cultivadas no LS apresentou acumulos de
Na*ves 36% maior que as plantas do LNS (Figura 65). Da mesma forma que a DT, com
0 incremento das doses de Pb, o teor de Na‘ves apresentou mesmo comportamento
decrescente sugerindo que a presenca do ion esta relacionada com a densidade das
glandulas epidérmicas.

O teor de Cl'ves apresentou diferenca significativa (p<0,01) apenas para o fator
solo, no qual as plantas cultivadas em LS exibiu acimulos 33% maior que as plantas do

LNS (Figura 66 A).
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Figura 66 — (A) Teor de Cloro (Cl'ves) e (B) Potassio na vesicula (K*ves) de A. nummularia
Lindl. cultivada em Luvissolo de carater salino (LS) e ndo salino (LNS) contaminado com doses
crescentes de Pb. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p < 0,01) e *(p < 0,05). As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%.

Ja o teor de K*ves apresentou diferenca significativa (p<0,01) apenas para o fator
dose, exibindo crescimento linear com o incremento das dose de Pb, aumentando 16% do
K*ves nas plantas cultivadas na dose de 300 mg kg™ de Pb em relacéo aquelas sem adicéo
do metal (Figura 66 B).

Né&o foi detectado acumulo de Pb nas vesiculas de A. nummularia Lindl. em
nenhuma dose de Pb estudada, ou solo de carater salino e ndo salino. Portanto, ndo houve
exclusdo do Pb nas vesiculas epidérmicas, sugerindo uma seletividade destas estruturas
referente ao elemento, visto que houve acimulos significativos no seu tecido vegetal.

A retencdo de ions nas glandulas de sal, alivia o acimulo de sal nas células do
mesofilo além de resultar em uma maior capacidade de absorcdo de agua nas células
exibindo folhas suculentas em ambientes salinos (Yuan et al., 2016).

Nesta pesquisa, observou-se que as houvera maior acimulo no teor de Na*ves e
Clves nas plantas cultivadas em LS, porém curiosamente, com 0 incremento das
concentracOes de Pb esse acimulo foi reduzido, dando espaco ao K*ves.

Guo et al., (2020), estudando a resposta da A. canescens ao estresse hidrico,
descobriram que a contribuicdo de K™ para o Ws é 9 e 7 vezes maior que a contribuigdo
correspondente de Na * sob condicBes de controle e de seca, respectivamente, relatado
ainda que o K*ves contribui para a ajuste osmatico e consequentemente tolerar o estresse
hidrico.

O K* é um macronutriente essencial que participa de multiplos processos

fisiologicos e bioquimicos nas células vegetais (Martineau et al., 2017), desta forma,
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nesta pesquisa, com o aumento da concentracdo de Pb e a exclusdo K* nas plantas de A.
nummularia Lindl. indica que o Na* desempenhou um papel mais importante que o K™ no

interior da célula, auxiliando nos processos metabdlicos e bom desenvolvimento da

espécie.

3.2 Avaliagdes do Experimento 11

3.2.1. Dose de Pb escolhida e Condutividade Elétrica do Extrato de Saturacéo
Final

Com base nos valores de BMSpa das plantas cultivadas no LS, observadas no EXP I,
verificando que o incremento das doses de Pb aumentou a BMSpa, cerca de 22% mais que
aquelas cultivadas na auséncia de Pb, optou-se por conduzir o EXP Il com a dose de 300
mg kg de Pb. Portanto o solo de todos os tratamentos foi contaminado com 300 mg kg

1de Pb e a irrigacéo se deu com concentracdes crescentes de NaCl.

A Condutividade Elétrica do Extrato de Saturacdo (CEgs) Final, dos solos
contaminado com 300mg kg™ de Pb e concentracdes crescente de NaCl, apresentaram
diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das concentracfes apresentando CEgs
de 17, 20, 24, 28 e 31 dS m™ nas concentracdes da agua de irrigacio de 0, 50, 100, 150 e
200 mmol L de NaCl respectivamente (Figura 67).
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Figura 67 - Condutividade Elétrica Final do Extrato de Saturacdo (CEes) do Luvissolo de carater
salino (LS) utilizado no cultivo de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 300
mg kg*de Pb e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl.

143



3.2.2. Biomassa fresca (BMFpa) e seca (BMSpa) da parte aérea, Area foliar (AF) e

Biomassa fresca (BMFR) e seca (BMSr) da raiz

De maneira geral, as plantas do EXP Il sobreviveram até o final do experimento,
exibindo visualmente uma reducéo da sua altura e biomassa com o incremento das doses

de NacCl, sem sintomas de toxidez (Figura 68).

i 'ﬁ50 mmol L* 200 mmol L*

Figura 68 — Plantas de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 300 mg kg*de
Pb e irrigada com concentracfes crescentes de NaCl.

A BMFpa apresentou diferenca significativa (p<0,01) com o incremento das
concentragdes de NaCl, reduzindo 51% da biomassa na ultima concentracdo (200mmol L) em

relacdo as plantas sem adicdo de NaCl na agua de irrigacdo (Figura 69).
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Figura 69 - (A) Biomassa fresca da parte aérea (BMFpa) € (B) Biomassa seca da parte aérea
(BMSpn) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 300 mg kg™ de Pb e
irrigada com concentracGes crescentes de NacCl. Significancia dos coeficientes de regressao: **
(p=<0,01)e *p=<0,05)

A BMSpa também apresentou diferencga significativa (p<0,01) com o incremento das
concentracdes de NaCl, reduzindo 70% da BMSpa na concentracdo de 200mmol L em relagdo
as plantas sem adicdo de NaCl na agua de irrigacdo (Figura 69). Nd houve diferenga
significativa (p>0,05) para a variavel area foliar (AF).

Para as raizes, tanto a BMFgr quando a BMSg ndo apresentou diferenga significativa
(p>0,05) com o incremento das concentra¢des de NaCl, indicando a capacidade da espécie em
manter a absorcao de gua e nutrientes.

A A. nummularia Lindl. é conhecida por aumentar sua biomassa na presenca de
NaCl. Geissler et al., (2015) verificaram que a espécie exibiu crescimento 6timo e
aumento da biomassa entre 100 e 300 mmol de NaCl. Benzarti et al. (2014) também
observaram que a A. portulacoides apresentou maior crescimento na concentra¢do de 200 mmol
de NaCl.

Além disso, Bankaji et al., (2019) avaliando a espécie A. halimus, em condigdes
hidroponicas, verificaram que mesmo com aplicacdo de 600 pmol de Pb isoladamente a
solucédo nutritiva ou em combinagdo com 200mmol de NaCl, o crescimento da espécie
néo foi alterado.

Nesta pesquisa, mesmo as plantas ndo apresentando sintomas visiveis de toxidez
por chumbo, observou-se que a contaminagdo simultanea (metal + salinidade) restringiu
0 crescimento, entretanto ndo verificou-se reducdo da AF, inferindo que as plantas

mantiveram sua area para bom desempenho das trocas gasosas.
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E importante salientar que o solo o qual a A. nummularia foi cultivada ja
apresentava uma salinidade inicial de ~14dS m™, e a irrigagio com crescentes solucdes
de NaCl, aumentaram substancialmente a salinidade do solo, chegando a
aproximadamente 30 dS m conforme apresentado na Figura 67.

English e Colmer, (2013) relatam que espécies halofitas podem ser mais
susceptiveis a salinidade na fase de muda em comparacdo a maturidade, ja que plantas
maduras possuem raiz mais larga auxiliando na absorcéo e eficiéncia no uso da d&gua em
condigdes de alto teor de sal. Assim, talvez a idade das plantas de Atriplex, utilizadas
nessa pesquisa (2 meses) tenham sido um fator limitante ao bom desenvolvimento no

ambiente contaminado.

3.2.3. AvaliacOes das Rela¢des Hidricas

3.2.3.1. Potencial Hidrico Foliar (¥w), Potencial Osmético (Wo) e Potencial de
Pressao (¥p)

O Yw e Yo néo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) com o incremento
das concentracdes de NaCl, apenas o Wp foi significativo (p<0,01) com comportamento
linear crescente aumentando 23% o Wp nas plantas irrigadas com a Ultima concentracéo

estudada (200mmol L) em relagdo ao controle (Figura 70).
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Figura 70 — Potencial de pressdo (yp) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado
com 300 mg kg* de Pb e irrigada com concentracdes crescentes de NaCl. Significancia dos
coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).
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Ainda dentro das relacdes hidricas avaliadas, ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) também para as variaveis de teor relativo de agua (TRA) e

suculéncia foliar (SF).

O aumento do Wp com o incremento da concentracdo de NaCl, sem apresentar
reducdes significativas do Yw ou Yo, pode ser resultado distarbios na parece celular

vegetal.

Bankaji et al., (2019) avaliando a A. halimus cultivadas em condicOes
hidrop6nicas na presenca de diferentes doses de Pb, na presenca e auséncia de salinidade,
verificaram uma reducdo significativa no teor relativo de agua e sugerindo que a
perturbacdo induzida pelo metal no estado da 4gua estava ligada a toxicidade idnica e ndo

a0 ambiente osmatico.

Além disso, alguns estudos relatam o0 aumento de solutos compativeis
principalmente de prolina nas plantas cultivadas em ambientes contaminados por
chumbo. Relatando que as melhorias fisioldgicas das plantas pareciam estar relacionadas
aos niveis mais elevados de producdo de prolina (Singh et al., 2015; Ullah et al., 2019;
Chaturvedi et al., 2019; Spormann et al., 2023).

Assim, as respostas sob as relagfes hidricas encontradas nesta pesquisa, podem
também ser resposta de uma toxidade do Pb sob as plantas de A. nummularia Lindl., e 0
incremento osmotico das solugdes de irrigacdo possivelmente ndo conseguiram ser

acessados pela espécie.

3.2.3.2. Parametros da Curva Pressdo Volume (Curva PV)

Os parametros da Curva PV em relacdo ao potencial osmoético também nao
apresentaram diferenca significativa, apenas o € apresentou diferenca estatistica (p<0,01)
com o aumento das concentracGes de NaCl, exibindo comportamento quadratico com
maior € de 72,63 MPa, na dose de 145,53 mmol L (Figura 71).
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Figura 71 — Mdédulo de Elasticidade (€) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado
com 300 mg.kg™* de Pb e irrigada com concentracOes crescentes de NaCl. Significancia dos
coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p < 0,05)

Benzarti et al., (2014) avaliando a A. portulacoides sob crescentes doses de NaCl
verificaram o aumento do € com o incremento da salinidade, relatando que em espécies
que acumulam concentra¢des altas de solutos, uma parede celular rigida mantém a
integridade celular e auxilia na manutencdo de um Ww mais baixo em qualquer volume.

Diante disto, as plantas que se desenvolve em ambiente salino, respondem
diminuindo o Yo e aumentando o €, reduzindo o WYw e aumentando o fluxo de agua sem
gerar grandes perdas do conteudo relativo de agua (Touchette et al., 2009).

Neste estudo, observou-se que o € apresentou aumentos com o incremento da
concentracéo de NaCl, porém a partir da dose de 145,53 mmol L™ a parede celular voltou
a ficar mais eléstica com o incremento das doses, como se 0 sal ndo fizesse mais esse
efeito de enrijecimento da parede celular relatado na literatura, validando ainda a hipétese
de que o incremento osmético das solucdes de irrigacdo possivelmente ndo foi acessado
pela A. nummularia Lindl.

Além disso, a presenca do Pb também pode reduzir a plasticidade da parede
celular vegetal com o0 aumento das concentragdes de osmolitos, principalmente a prolina,

acentuando a influéncia do Pb na pressao do turgor (Pourrut et al., 2011).

3.2.4 Avaliacdes fotossintéticas

3.2.4.1 Trocas Gasosas foliares
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A fotossintese liquida (A) apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o
aumento das concentracfes de NaCl, exibindo comportamento linear decrescente, com
reducéo de 37% entre as plantas controle e as irrigadas com 200mmol L de NaCl (Figura
72 A).

A condutancia estomatica (gs) apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o
incremento das concentracdes do sal, exibindo comportamento linear decrescente,
reduzindo 44% nas irrigadas com 200mmol L™ de NaCl em relagdo ao controle (Figura
72 B).

Da mesma forma, a transpiracdo (E) apresentou diferenca significativa (p<0,05)
com o aumento das concentrac6es de NaCl, exibindo comportamento linear, com reducéo
de 54% nas irrigadas com 200mmol L de NaCl em relagdo as plantas controle (Figura
72 C).

A eficiéncia do uso da agua EUA também ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05) com o incremento das concentracdes de NaCl, exibindo média 0,53 (Figura 72
D).

Como relatado anteriormente, a A. nummularia Lindl. costuma apresentar bom
desempenho quando cultivada entres as doses de 100 a 300mmol de NaCl (Hassine; Lultts,
2010; Rangani et al, 2016; Melo et al., 2018; Parvez et al., 2020). Entretanto, quando
cultivada com 300mg kg* de Pb, conforme esta pesquisa, mesmo ndo mostrando sinais
visiveis de toxidez, as trocas gasosas avaliadas apresentaram uma significativa reducdo

com o incremento das concentra¢des de NaCl.
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Figura 72 — Trocas gasosas foliares, (A) Fotossintese liquida (A), (B) condutancia estomatica(gs), (C) transpiracéo (E), e a (D) eficiéncia do uso da dgua (EUA).
A. nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 300 mg kg™ de Pb e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl. Significancia dos coeficientes

de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05).
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Além disso, a manutencdo dos valores da EUA sugere que a espécie usou de seus
mecanismos adaptativos para superacdo do estresse imposto, reduzindo a condutéancia
estomatica e consequentemente a transpiracdo, evitando a perda de agua.

O excesso de NaCl pode afetar o desempenho fotossintético das plantas, e este
resultado estd relacionado a alteracdes na eficiéncia da maquinaria fotoquimica do
fotossistema Il (PSII) (Pérez-Romero et al., 2020).

Entretanto, nesta pesquisa, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para as
varidveis de fluorescéncia e pigmentos fotossintéticos, indicando a integridade e
funcionalidade do aparato fotoquimico da A. nummularia Lindl. sob salinidade e 300mg
kg™ de Pb. Ou seja, mesmo com as reducdes de trocas gasosas e biomassa observadas a

espécie foi capaz de adaptar-se e sobreviver as condigdes impostas.

3.2.5. Avaliag6es dos Solutos Inorgéanicos

3.2.5.1. Teor de Sédio (Na*pa), Cloro (Clpa), Potassio (K*pa) e Cadmio (Cdpa) na
Parte Aérea, Teor de Cadmio (Cdr) na Raiz e Fator de Translocagdo (FT)

O Na'pa € Na*ves apresentaram diferenca significativa (p<0,01) com o aumento
da concentracdo de NaCl, exibindo comportamento linear crescente em ambas as
variaveis, o acimulo de Na‘pa nas plantas irrigadas com a maior concentragdo de NaCl
chegou a 37,85 mg g%, 49% mais do que as plantas cultivadas sem adi¢do de NaCl na

agua de irrigacdo (Figura 73).
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Figura 73 — Teor de sddio na vesicula (Na*ves) e na parte aérea (Na*pa) de A. nummularia Lindl.
cultivada em solo contaminado com 300 mg kg™ de Pb e irrigada com concentracdes crescentes
de NaCl. Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05)
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Da mesma forma, o teor de Na*ves apresentou um actimulo de 26,52 mg g* nas
plantas irrigadas com a maior concentracdo de NaCl™, acumulando 58% mais do que as
plantas controle. Nao observou-se diferenca significativa (p>0,05) para os teores de K*e
ClI', nas vesiculas ou parte aérea.

Observou-se também uma correlacdo positiva significativa entre o teor de Na* (r
=0,90) na parte aérea e vesicula, e que aproximadamente 33% do teor de Na* foi excluido
na vesicula (Figura 74), indicando que o aumento do teor de Na* na parte aérea foi

influenciado pela maior exclus&o do ion nas vesiculas.
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Figura 74 - Correlacdo entre Teor de Sodio (Na*pa) Parte Aérea e Vesicula (Na*ves) de A.
nummularia Lindl. cultivada em solo contaminado com 300 mg.kg™ de Pb e irrigada com
concentracdes crescentes de NaCl.

Benzarti et al. (2014) estudando o efeito da alta salinidade em A. portulacoides,
verificaram que & medida que a concentragdo de sal aumentou, aumentou-se também a
captura de Na* nos tecidos vegetais da espécie, relatando ainda que o Na* e o CI
contribuiram em até 80% para Wo na concentragdo de 1000 mmol de NaCl.

Nesta pesquisa, ndo observou-se a influéncia dos ions acima citados no Yo,
mesmo com o incremento de NaCl. Apesar disso, foi constatado o aumento dos teores de
Na* nos tecidos vegetais da A. nummularia, porém os teores de CI" ndo sofreram
alteracgoes.

Os ions cloreto pode ser considerados um ligante seletivo para metais pesados
Usman et al., (2005), mostraram que a salinidade do NaCl causou grande diminui¢ao nas
proporcdes de Pb?* /Pb T e aumento nas propor¢des PbCl + /Pb T apresentando aumento

da porcentagem estimada de PbCI* de 2% para 29%.
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Desta forma, nesta pesquisa, o Cl, assim como o Pb pode ter reduzido a
disponibilidade pela sua precipitagdo como PbCI.

O teor de Pbpa, apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o incremento das
doses de NaCl, exibindo comportamento quadratico com valor de maior acimulo de
38,59mg.kg™ na dose de 47,2 mg.kg™ de Pb (Figura 75)
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Figura 75 — Teor de Chumbo na Parte Aérea (Pbpa) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 300 mg.kg* de Pb e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p < 0,05).

O teor de Pbr, apresentou diferenca significativa (p<0,05) com o incremento das
doses de NaCl, exibindo comportamento quadratico com valor de maior acimulo de 7,23

mg kg™ na dose de 48,5 mg kg™ de Pb (Figura 76).
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Figura 76 - Teor de Chumbo na Raiz (Pbgr) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 300 mg kg?! de Pb e irrigada com concentracdes crescentes de NaCl.
Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p <0,01) e *(p <0,05)
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Nesta pesquisa, verificou-se que aumento das concentracbes de NaCl
influenciaram na absorcéo de Pb, reduzindo de acimulo do metal com o incremento das
concentragoes.

Quaini et al., 2023 estudando a A. canescens, em condigdes semi-hidropdnica,
verificaram que 500mmol L de NaCl combinado com 800, 1.600 e 2.400 ppm de Pb,
estimulou o acumulo do metal na raiz, com teores de 8, 12 e15mg kg™ respectivamente.

Manousaki e Kalogerakis, (2009), estudando a A. halimus, relatam que a
salinidade ndo influenciou de forma clara a absorcdo de Pb e atribuiram isto a baixa
mobilidade do elemento no solo e tecidos vegetais, por ser extremamente insolvel na
faixa normal de o pH do solo e sua translocacgéo limitada por ligacdo nas superficies das
raizes e nas paredes celulares.

Divergindo do estudo citado acima, nesta pesquisa observou-se que a salinidade
apresentou a capacidade de aumentar a translocacdao de Pb para a parte aérea conforme
observado nos valores de FT.

O FT apresentou dados muito maiores que 1, faixa de FT que indica que a espécie
é apta para fitoextracdo. Nesta pesquisa, a A. nummularia Lindl. na presenca de doses
crescentes de salinidade apresentou alta aptidao a fitoextracdo de Pb (Figura 77).
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Figura 77 — Fator de translocacdo (FT) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 300 mg kg* de Pb e irrigada com concentracdes crescentes de NaCl.
Significancia dos coeficientes de regressdo: ** (p <0,01) e *(p <0,05)

Manousaki et al. (2008) avaliando a haléfita Tamarix smyrnensis, relatam que a
salinidade demonstra ser um fator chave na translocacdo de metais das raizes para as
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partes aéreas das plantas, atribuindo ainda a capacidade excretar o excesso de metais na
superficie da folha como um possivel mecanismo de desintoxicacdo auxiliado pela
salinidade.

Conforme relatado anteriormente a presenca de cloreto no ambiente de cultivo,
apresenta-se como um ligante capaz de se combinar-se com o Pb para formar complexos
inorgéanicos como o PhCl,. Atrelado a isto sugere-se que 0 movimento ascendente do
composto através do xilema, pode ser facilitado devido a sua menor troca catiénica, sendo
facilmente transportados através do xilema para a parte aérea, em vez de serem retidos

nas raizes (Xiong e Feng, 2001).

3.2.6. Caracterizacao e Densidade de Tricomas (DT)
A DT das plantas de A. nummularia Lindl. apresentou diferenca significativa
(p<0,01), aumentando 25,23 unidade de tricomas por mmz, com densidade 37% maior na

concentragio de 200mmol.L™ NaCl em relacdo as plantas controle (Figura 78).
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Figura 78 — Densidade de Tricomas (DT) de A. nummularia Lindl. cultivada em solo
contaminado com 300 mg kg* de Pb e irrigada com concentragdes crescentes de NaCl.
Significancia dos coeficientes de regressao: ** (p < 0,01) e *(p <0,05)

O aumento da densidade de tricomas na espécie com 0 aumento da concentracdo
de NaCl na &gua de irrigacéo € observada também por Paulino et al. (2020).

Além disso, observou-se, nesta pesquisa, que a dose de Pb escolhida nédo
influenciou no comportamento da DT e que esta deve estar atrelada a presenca de Na* na
parte aérea que também apresentou comportamento linear crescente com o incremento

das concentracGes de NaCl, tanto para parte aérea quanto na vesicula.
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4. CONCLUSOES

A A. nummularia Lindl. conseguiu sobreviver até o final dos experimentos e
acumulou Pb nos tecidos vegetais.

A espécie apresentou potencial para programas de fitoextracdo em todos os
tratamentos aplicados, principalmente nas plantas cultivadas na presenca de salinidade.

Os tricomas vesiculares nao foram capazes de excluir o Pb em suas estruturas em
nenhuma combinacédo dos tratamentos estudados. Além disso, a exclusdo de K* foi maior
nessas estruturas do que o Na* com o incremento das doses de Pb, indicando que o Na*
desempenhou um papel mais importante no interior da célula.

Com o aumento da concentracdo de Pb, o0 K* nas plantas de A. nummularia parece
desempenhar um papel maios importante que o Na™ auxiliando nos processos metabélicos
e bom desenvolvimento da espécie.

As crescentes doses de NaCl combinadas com 300mg kg™ de Pb estimularam a
densidade de tricomas vesiculares, porém reduziram a biomassa, juntamente com as
trocas gasosas podendo este resultado ser atribuido a potencial toxidez causada pelo Pb.

Além disso, a avaliacdo das relacdes hidricas, parece demostrar uma maior
contribuicdo de solutos compativeis na tolerancia da espécie ao Pb do que a presenca dos

ions inorganicos.
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COSIDERACOES FINAIS

A Atriplex nummularia é vastamente conhecida pela fitorremediacao de sais no
solo, esta pesquisa mostrou que essa capacidade também é alcancada para metais pesados
como o Cd e Pb, demostrando um comportamento variavel podendo fitoextrair ou
fitoestabilizar a depender do ambiente de cultivo e tipo metal.

Estudos com a espécie, na fitorremediacdo de metais pesado no solo sdo escassos
concentrado em cultivos hidrop6nicos, assim, a pesquisa abordou variaveis ainda nao
avaliadas nesta dinamica, explorando respostas ficologicas adaptativas da A. nummularia,
além disso, verificou como a salinidade influéncia neste processo.

A avaliacdo da fitorremediacdo da A. nummularia em diferentes concentracdes
salinas ainda nao foi abordado na literatura, bem como a avaliacdo de suas relagdes
hidricas e exclusdo de ions metalicos em seus tricomas vesiculares nessas condi¢des (solo
+ metal pesado + salinidade crescente), tonando esta pesquisa inédita e uma forte

contribuicdo para o estado da arte.

Assim, com a pesquisa, a compreensdo dos mecanismos adaptativos utilizados
pela A. nummularia na tolerancia e exclusdo de metais pesados nos tricomas vesiculares,
contribui na identificacdo de mais uma espécie de potencial fitorremediador em solos
poluidos, e de mecanismos de tolerdncia ao metal aliado a salinidade, apresentando

também subsidios para estudos futuros de melhoramento genético de plantas tolerantes.
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