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RESUMO

O cadmio é considerado um elemento toxico, pois afeta severamente a vida
de muitos organismos, mesmo em baixas concentracbes. Na célula, ele interage
com proteinas e acidos nucléicos e com isso, enzimas efou membranas sio
afetadas, interferindo em varias vias metabélicas importantes. Com o intuito de
verificar os efeitos desse metal pesado na morfologia de células vegetais, foram
utilizadas suspensdes celulares de cana-de-aglicar e laranja, que receberam
solugdes de cloreto de cadmio 8uM durante 4 a 72h de incubacg&o. Os materiais
foram fixados para a microscopia de luz, microscopia eletronica de transmisséo e
de varredura. Foram ainda retiradas amostras para dosagens de proteinas e
agucares em cada experimento. As suspensdes celulares de cana apresentaram
os maiores danos em conseqliéncia do tratamento sendo nitida a presen¢a de
duas regides: uma denominada regido A, com células que tiveram contato direto
com o agente estressante. Nela foram observados niicleos picnéticos, paredes
ceiulares lignificadas ou com ma formagdo. Na outra regido, denominada B e
correspondente a células que se desenvolveram na presenca do metal, foram
notados vacuolos compartimentalizados e outras vesiculas, ndcleos mais
descompactados e com aumento no nimero de nucléolos. Houve ainda um
aumento aparente no tamanho e quantidade de mitocéndrias. O complexo de
Golgi foi observado com maior fregiiéncia e o reticulo endoplasmatico apresentou
dilatagao de suas cisternas. Na superficie das paredes celulares da regiao B foram
notadas desfibrilagbes bastante evidentes a microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura, sendo ainda bem contrastadas ao microscopio eletrdnico
de transmissdo. O tratamento com cadmio provoca alteracdes significativas no
contetudo de proteinas, aglcares livres e sollveis, mas nao na quantidade de
amido presente nas células. Essas alteragbes em tratamentos mais longos tendem
a retornar aos valores inicialmente obtidos, indicando uma resposta das células a

situag@o imposta. Nos tempos de tratamento e nas concentrages de cadmio



utilizadas, as respostas obtidas foram mais evidentes nas células de cana-de-
agucar do que nas de laranja, tanto no que diz respeito aos danos provocados nas
células, quanto as respostas das mesmas ao agente estressante.



ABSTRACT

The cadmium is considered a toxic element, because it affects severely the
iife of many organisms, even in low concentrations. In the cell, it interacts with
proteins and nucleic acids and with this characteristic, enzymes and/or membranes
are affected, interfering in several important metabolic pathways. With the intention
of verifying the effects of this heavy metal on the morphology of vegetable cells,
cellular suspensions of sugar-cane and orange were used, which received
solutions of cadmium chloride 8uM during 4 to 72 hours of incubation. The
materials were fixed for light microscopy, transmission electron microscopy and
scanning electron microscopy. Samples were also removed samples for protein
and sugars dosages in each experiment. The cellular suspensions of sugar cane
presented the largest damages and as a consequence of the treatment, the
presence of two clearly differentiated areas: one, denominated A area, with cells
that had direct contact with the stressful agent and showed picnotic nuclei, lignified
or with malformed cell walls. In the other area, denominated B and corresponding
to cells that grew in the presence of the metal, with compartmentalized vacuoles
and other vesicles, non-compacted and on increased number of nucleoli. There
was still an apparent increase in the size and amount of mitochondria, Golgi
complex, and endoplasmic reticule presenting dilation of their cisterns. On the
surface of the cell walls in this area, a quite evident fibrillation was noticed with light
and scanning electron microscopy, also being strongly contrasted with the
transmission electron microscopy. Cadmium treatments lead to significant
alterations in protein content, free and soluble sugars, but not in the quantity of
starch. The alterations, found in longer treatments, tend to return to the initial
values, which indicates an adaptation to the culture conditions. For the treatment
periods and cadmium concentrations used, the adaptation mechanisms are more
evident in sugarcane cells then in orange, not only in relation to the alterations
produced but also their adaptations to the stress agent.



1. INTRODUGAO

As conseqléncias das atividades industrial e agroindustrial intensa e das
grandes concentragbes humanas nos centros urbanos estdo expressas, na
atualidade, através de grandes desequilibrios na natureza, que levam ao
desaparecimento de vérias espécies de organismos vivos e coloca em risco a vida
da proépria espécie humana.

Apesar da grande preccupagdo dos ambientalistas com a situagéo atual e
das inUmeras publicagbes cientificas evidenciando os danos diversos dos agentes
poluidores, muito ainda tem que ser feito de modo efetivo para enfrentar o
problema.

A falta de uma politica eficiente voltada para a protegdo ambiental & notada
pela pequena quantidade de materiais reciclados, pelos grandes depésitos de fixo
domestico e industrial, pelo volume de dejetos lancados sem tratamento nos
mananciais, pelo uso abusivo de substancias altamente toxicas que poderiam ser
substituidas por similares menos agressivos, pelo volume de gases toxicos
langados na atmosfera, pela falta de estudos de impacto ambiental de organismos
modificados geneticamente através das técnicas biotecnolégicas, pela falta de

controle da poluicdo sonora e visual e, principalmente, pela auséncia de uma



consciéncia conservacionista dos cidaddos, que s6 pode ser gerada com o
processo educativo, 0 que parece nio ser prioridade nos tempos atuais.

Nao faltam exemplos de grandes estragos causados ao meio ambiente pela
atividade humana. Um dos grandes problemas enfrentados no momento, inclusive
no Brasil, € a contaminagdo do ambiente por metais pesados, como o cadmio,
chumbo, cobre, mercuario, niquel e zinco (RODRIGUES, 1988). A poluigéo
provocada por estes agentes difere em muito dos outros poluentes, ja que néo sao
degradados naturalmente (ROBARDS & WORSFOLD, 1991).

Dentre os metais citados, o cadmio é referido como sendo um dos mais
toxicos, podendo ser encontrado em ambientes aquaticos e terrestres (BAZZAZ et
al., 1974, SALIM ef al, 1992a). A contaminag&o do ser humano pode ocorrer
devido a exposig&do prolongada na indGstria e mineragdo. Porém, pelo fato do
cadmio encontrar-se concentrado em diversos gréos, tubérculos, raizes, folhas e
frutos, consumidos em grande quantidade pela espécie humana, pode estar
havendo contaminagédo através da alimentagdo (SHERLOCK, 1984). Esta via
passa ent&o a ter importéncia, ja que a ingestao de alimentos contaminados pode
afetar a saude dos humanos.

Existem inimeros estudos que demonstram que o cadmio acumula-se no
organismo sendo toxico mesmo em concentrégées baixas (SALIM et al., 1992b).
No organismo humano o cadmio se acumula, preferencialmente no figado e nos
rins (SCHOROEREDER & BALASSA, 1961; DEGRAEVE, 1981), sendo que os
pulmdes sdo a principal via de absorgdo (HALLENBECK, 1984). Os efeitos s&o
sérios e podem resultar em doeng¢as cardiovasculares, anemia, lesdes Osseas,
cerebrais e nefropatias que levam a proteinaria, aminoaciduria, glicostria e
hipercalciniria, sendo que existem suspeitas de efeitos mutagénicos e
teratogénicos (McCAULL, 1971; VALLEE & ULMER, 1972; PAGE & BINGHAM,
1973; SIROVER & LOEB 1976; HALLENBECK, 1984; FOULKES, 1990:
WAALKES et al., 1992; CARROL, 1996).

Uma das alternativas que pode minimizar os problemas com a poluigéo
provocada pelo cadmio € o uso de plantas com capacidade de acumular o mesmo
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em tecidos ou 6rgaos ndo comestiveis, j& que a despoluicio de grandes areas
agricolas contaminadas é um processo invidvel do ponto de vista pratico.

Para que se possa ter éxito em programas de melhoramento de plantas
visando tolerdncia a metais pesados, o conhecimento de mecanismos
bioquimicos, caracteristicas estruturais e ultra-estruturais, assim como do controle
genético desta caracteristica, & fundamental. Muito se conhece a respeito do
comportamento das plantas face a presenga de metais pesados (PRASAD, 1995).
Porém, a grande parte deste conhecimento estd concentrada, principalmente, no
comportamento bioquimico destes elementos. Um outro fato &€ que muitas das
pesquisas desenvolvidas com o estresse provocado por ions metalicos téxicos,
s&o conduzidas com plantas de alto valor econémico, onde a grande preocupagao
€ a produgao, deixando para um segundo plano o aspecto qualitativo do alimento
produzido.

A integracdo das diferentes areas do conhecimento cientifico torna-se
imprescindivel para o sucesso de pesquisas visando ndoc s6 a geragdo de
conhecimentos basicos, mas a aplicacdo destes conhecimentos na resolucdo de
problemas importantes como a poluigao ambiental provocada por metais toxicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Caracterizagao do cadmio

O cadmio € um metal cuja configuragdo eletrdnica e estado de oxidacéo
(+2), tem semelhanga com o zinco e o merclrio, que juntos formam o Grupo IIB da
Tabela Peritdica. Identificado em 1817, tem ponto de fusdo a 321°C e ebuligso a
765°C e, como o mercurio, apresenta grande volatilidade. Na crosta terrestre, esse
elemento quimico ocorre em niveis que variam entre 0,1 e 0,2 ppm (EARL & VISH,
1979) e sua ocorréncia natural resulta principalmente de erupgdes vulcanicas.

A utilizagéo do cadmio é recente datando por volta de 1940, quando ndo
era reconhecido como um elemento toxico. Porém, em decorréncia de diferentes
atividades industriais nas Gltimas décadas, néo é dificil deparar com o cadmio em
propor¢des altamente toxicas.

Diversas fontes contribuem para a contaminagdo do ambiente, tais como
inddstrias de mineragéo, fundigéo e refinamento de zinco, industrias de pigmentos,
de plasticos, metalurgias, galvanoplastia, a fabricagdo e uso de fungicidas,
fertilizantes, residuos de pneus, na queima de 6leo combustivel, de lubrificantes e
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carvao mineral, assim como a lama resultante do lixo, tanto urbano como industrial
(HAGHIRI, 1973; JACOBSON & TURNER, 1980). O cadmio & também muito
utilizado na fabricacdo de baterias, de automodveis, na industria aeroespacial,
assim comoc em aplicagbes militares. Normalmente, onde alta estabilidade e
resisténcia ao frio, calor e luz séo requeridas, este metal aparece compondo as
mais diversas ligas (PRASAD, 1995).

Muitos metais pesados como o ferro, cobre, cobalto, manganés, molibdénio
e niquel sdo elementos essenciais para o metabolismo das plantas e sao
identificados como micronutrientes, pelo fato de serem requeridos em pequenas
quantidades. Em altas concentragbes, muitos desses metais pesados
tornam-se toxicos, provocando danos sérios aos vegetais. Em decorréncia da
poluicdo ambiental, o cadmio tende a se concentrar nos solos e sedimentos, onde
¢é potencialmente disponivel na regido do sistema radicular das plantas.

O cadmio ndo é um elemento essencial para o crescimento das plantas,
mas sim t0xico, mesmo em concentragbes relativamente baixas. A toxicidade

deste elemento torna-se mais grave pela sua natureza acumulativa (SALIM et al.,
1992b).

2.2. Interagao do cadmio com as plantas

A absorgéo do cadmio ocorre por difuséo simples e nao depende de uma
concentragéo limiar, sendo que ele pode ser absorvido mesmo existindo apenas
em pequenas quantidades (CABRERA et al., 1992). Porém, diversos fatores
podem influenciar na sua absorg¢do, como pH, niveis de calcio, outros metais
pesados, etc. (BROWN & BECKETT, 1985).

O conhecimento do comportamento quimico de ions metalicos permite a
analise e o entendimento das interagdes destes com macromoléculas com funcao
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biologica. Estes ions associam-se com moléculas organicas interagindo com o
oxigénio, nitrogénio e enxofre.

O cadmio e o chumbo formam complexos mais estaveis com radicais que
combinam nitrogénio e enxofre (N-8), sendo o enxofre o atomo que se liga ao
metal. O cadmio tem uma alta afinidade pelo enxofre, reagindo fortemente com o
mesmo. Com isso é esperado que alguns efeitos toxicos deste ion resultem das
reacbes do mesmo com grupamentos sulfidrila essenciais em proteinas. Para
complexos envolvendc nitrogénio/nitrogénio (N-N) em grupos quelantes, a
associagcao com o cadmio pode ser menos estavel que com outros metais como
niquel e cobre e, possivelmente, cobalto e zinco. Em complexos envolvendo
oxigénio/nitrogénio (O-N), o cadmio pode ser menos estavel que manganés,
magnésio, calcio ou mercurio. Em complexos envolvendo oxigén'ioloxigénio (0-0),
o cadmio se associa de forma mais estavel que magnésio, caicio e possivelmente
ferro (JACOBSON & TURNER, 1980).

O cadmio estd posicionado logo abaixo do zinco na Tabela Periddica,
sendo que estes dois elementos mostram-se similares do ponto de vista quimico.
Um numero grande de enzimas que contém zinco no seu sitio ativo participa da
sintese e fung&o dos acidos nucléicos. A habilidade do cadmio em afetar as
propriedades de aigumas dessas enzimas é bem discutida, porém, o mecanismo
pelos quais as mesmas sdo afetadas ainda & desconhecido (JACOBSON &
TURNER, 1980).

O cadmio e o calcio tém cargas idénticas e os atomos s3o praticamente do
mesmo tamanho o que leva & competicdo entre os mesmos. Além disso, o papel
do cadmio em alterar a estrutura dos acidos nucléicos tem relevancia, uma vez
que os ions metalicos formam um complexo metal/nucleotideo, estavel sob
condigbes fisiologicas normais. Neste caso, a interagdo ocorre primeiramente com
as bases nitrogenadas, formando ligagdes cruzadas e outros complexos
desestabilizadores que perturbam por conseqiiéncia as pontes de hidrogénio que
mantém a estrutura da dupla hélice. Com alteragbes deste porte é de se esperar
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que a estrutura e as fungdes destas macromoléculas sejam seriamente afetadas
(JACOBSON & TURNER, 1980).

A presencga de ions cddmio pode induzir deficiéncias de ions essenciais,
afetar o processo fotossintético, alterar a conformacgao de diferentes enzimas
tornando-as inativas, provocar a ativacéo de outras enzimas como as peroxidases,
afetar varias vias do processo de fosforilagdo oxidativa, alterar a fluidez das
membranas pela alteragéo de seus constituintes quimicos, afetar o processo de
fixacao biologica de nitrogénio, alterar a estrutura e fungdo dos 4cidos nucléicos, o
que leva a inibigéo do crescimento das células e em consequéncia do crescimento
e do desenvolvimento do vegetal.

Diversas espécies vegetais sio afetadas pela presenca do cadmio no solo.
Dentre elas podemos citar aigumas bem conhecidas como o amendoim (Arachis
hypogea L.} “in vitro"; beterraba (Beta vulgaris L.); arroz (Oryza sativa L.); soja
(Glycine max L.); feijao-comum (Phaseolus vulgaris 1.); milho (Zea mays L.);
alface (Lactuca sativa L.) e ervilha (Pisum sativum L.) (PRASAD, 1995).

O cadmio € um inibidor de crescimento, principalmente do sistema
radicular, tanto que esta caracteristica muitas vezes é utilizada para monitorar
areas contaminadas (PRASAD, 1995).

Os sintomas e as consequéncias da toxidez em muitos casos sio bem
evidenciados. Em muitas espécies, seu acimulo leva a reducdo do sistema
radicular afetando, por conseqiiéncia, a parte aérea. Em soja, por exemplo, cerca
de 98% do cadmio acumulado pela planta fica retido fortemente nas raizes,
enquanto que somente 2% s&o translocados para a parte aérea (CATALDO et al.,
1983).

Em outras espécies este ion transloca-se faciimente acumulando-se na
parte aérea, mais precisamente nas folhas. Isto ocorre com a alface, sendo que
algumas variedades chegam a acumular quase que a totalidade do cadmio

absorvido na parte aérea, justamente a parte comestivel deste vegetal (DAVIS,
1084).
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Em plantas de cevada tratadas com cadmio ocorre redugio da area foliar
devido somente a diminuig&o no tamanho das células e dos espagos intercelulares
(KRUPA ef al,, 1993).

Em feijao-comum, a expansio das células e o contelido relativo de agua
nas folhas primarias decrescem cerca de 10% comparando-se com o controle
apds 48 h de exposigdo a 3uM de cadmio. Entretanto, o turgor da folha nao é
afetado (BARCELO & POSCHENREIDER, 1990). O cadmio nestas células foi
encontrado associado com a parede celular @ a lamela média, onde houve um
incremento de ligagdes cruzadas de pectinas. Estas ligactes possivelmente foram
responsaveis pela inibicho da expans@io das células (POSCHENRIDER et al,,
1989).

A inibicao do crescimento pode ser também devida, direta ou indiretamente,
aos efeitos do cadmio no metabolismo de auxinas ou transportadores desse
horménio (BARCELO & POSCHENREIDER, 1990).

Com relagao & fotossintese, o cadmio primeiramente afeta os pigmentos
fotossintéticos e, depois, as fungdes fotossintéticas. O contetido total de clorofila e
a relagao clorofila a/b decresce (KRUPA, 1988), sendo que a acumulacao deste
metal esta associada com a redugao da fotossintese liquida e, geralmente, os
pigmentos carotendides s&o menos afetados pelos metais pesados que a clorofila.
A relagéo linear entre a fotossintese liquida e inibigdo da transpiragao observada
em algumas espécies, como soja, suigere o fechamento de estdmatos devido a
presenca deste metal (HUANG et al., 1974).

Em cevada (Hordeum vuigare L., cv. Hemus), o cadmio interferiu
drasticamente no crescimento das plantas. Ocorreu redugéo de fotossintese e na
~ taxa de transpiragao. A reducéo da atividade fotossintética nesta espécie se deveu
principaimente 4 redugdo no teor de clorofila e pigmentos carotendides
(VASSILEV et al., 1998).

KUPPER et al. (1996) relatam que o dtomo de magnésio da clorofila pode
ser substituido por metais pesados como merctrio, cobre, cadmio, niquel, zinco ou
chumbo.
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Com relagdo aos ions essenciais, OBATA & UMEBAYASHI (1997)
observaram que as concentragbes de potassio decresceram em plantas de feijao
e de ervilha sensiveis ao cadmio. O manganés, outro micronutriente importante
para as plantas, também teve sua concentragéo reduzida em arroz semi-resistente
e milho, quando o cadmio foi adicionado na solugio nutritiva das culturas
hidroponicas. Como j& comentado anteriormente, muitos ions sdo requeridos em
pequenas quantidades pelos vegetais e s&o de extrema importancia para o
metabolismo celular. E de se esperar que a redugdo da concentracéo dos mesmos
no meio intracelular, conseqiientemente, leve a varias alteragbes em vias
metabdlicas essenciais para a célula.

G cadmio também exerce sua toxicidade através de danos em membranas
e inativacdo de enzimas, possivelmente através de reagdes com os grupamentos
SH de proteinas (FUHRER, 1982).

Fosforibonuclease em folhas de espinafre e urease em soja séo alguns
exemplos de enzimas que s&o inibidas pela presenca de cadmio (VALLEE &
ULMER, 1972). Outras enzimas como amilase em malte e piruvato-decarboxilase
em trigo tém suas atividades aumentadas quando da presenga de cadmio
(VALLEE & ULMER, 1972).

Nas plantas superiores a presenga de metais pesados geralmente induz
aumento na atividade peroxidasica. Elas s@o as principais enzimas na resposta
das plantas ao estresse, sendo associadas aos mecanismos de defesa dos
vegetais (KARATAGLIS et al., 1991).

As peroxidades s&do glicoproteinas que apresentam em sua estrutura
molecular um grupamento heme e participam de inimeras rotas bioquimicas como
a oxidagdo de varios compostos organicos. Nos vegetais, elas participam de
processos de diferenciacao celular, podendo-se citar a formacdo de ligacbes
cruzadas entre compostos quimicos que formam a parede celular e no processo
de lignificagdo (MALDONADO & VANHUYSTEE, 1980). S3o também importantes
no metabolismo de compostos aromaticos, além de respostas ao estresse, citado

anteriormente. Existem inimeras isoformas de peroxidases ja encontradas em
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diferentes espécies vegetais como ervilha, trigo, amendoim e outras (PAUL &
STIGBRAND, 1970).

REDDY & PRASAD (1992) relataram que em plantas de arroz, o cadmio
induz a atividade peroxidasica em raizes e folhas, sendo maior a atividade no
sistema radicular. Em feijdo-comum, além do aumento de peroxidases, outras
enzimas como a enzima malica, glicose-6-P-desidrogenase, isocitrato
desidrogenase e glutamato-desidrogenase, sédo incrementadas pela presenga de
cadmio (PRASAD, 1995).

O incremento na atividade das peroxidases & geralmente considerado
como indicador de senescéncia. Além delas, ocorre aumento na atividade de
enzimas hidroliticas como ribonucleases, desoxirribonucleases e fosfatases
acidas. SHAH & DUBEY (1995), estudando o efeito do cadmio na atividade e
isoformas de ribonucleases, em plantulas de arroz em crescimento e
desenvolvimento, notaram que altos niveis deste ion reduzem algumas isoformas
de precursores de RNAses. Estas observagoes levaram os autores a sugerir a
possibilidade de supressao de hidrélise de RNA nessas plantas.

As concentragbes de aglcares e amido em folhas de Betula, Picea e Pinus
foram altas em duas &reas industriais na Suécia poluidas por cadmio e tragos de
outros metais, sugerindo uma inibig&o na hidrélise do amido e glicose (BISHNOI et
al., 1993). Em beterraba (Beta vulgaris L. cv. Monohill) o cadmio interferiu no
metabolismo de amido reduzindo a concentragdo do mesmo nesta espécie
(GREGER & BERTELL, 1992).

Os efeitos do cadmio na atividade ATPasica e na fluidez da membrana
plasmatica foram estudados por FODOR et al. (1995). A atividade da ATPase "in
vivo", devido ao tratamento com o cadmio, decresce 30% e 90%, respectivamente
em trigo e girassol, em membranas isoladas das raizes. A atividade, assim como a
fluidez também € afetada "in vivo". Estas alteragties, possivelmente sdo resultado
da interagdo do cadmio com proteinas da membrana.
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2.3. Mecanismos de resisténcia

As plantas podem responder de diferentes formas a toxicidade do cadmio.
Varias estrategias foram desenvolvidas ao longo do processo evolutivo a fim de
reduzir a concentragéo de cadmio livre no citosol. A resisténcia a metais pesados
pelas plantas pode ser explicada por dois meios: impedimento da entrada do ion
(mecanismo de escape) ou criagdo de estratégias de sobrevivéncia na presenca
do mesmo (mecanismo de tolerancia).

Com relagao a este fato existe pouca informagéo disponivel na atualidade.
As plantas nao tém muito controle sobre a absorgdo de cadmio, bastando para
tanto a presenga do mesmo no solo, mesmo em niveis relativamente baixos.
Vérios s&o os fatores que interferem na absorg¢ao do cadmio pelas plantas como o
pH e a presenga de outros ions. Ao que tudo indica, porém, as plantas parecem
nao apresentar mecanismos eficientes para impedir a entrada do referido
elemento.

Muitas espécies vegetais, ao longo do processo evolutivo, desenvolveram
mecanismos que possibilitaram as mesmas se estabelecerem com sucesso em
areas onde ocorre a presenca do cadmio. Dentre os possiveis mecanismos de
tolerancia das plantas ao estresse provocado pela toxicidade deste metal pesado,
podemos destacar alguns de maior importancia como: ligagc&o do metal a parede
celular; efluxo ativo do metal; complexagéo do cadmio por proteinas especificas
(fitoquelatinas) e compartimentalizagéo do metal.

Dados recentes, obtidos por ANDRADE et al. (1999), mostraram que
Padina gymnospora, uma espécie de alga parda, tem grande capacidade em
acumular cadmio e zinco. Ao ser submetida a altas doses desses elementos, sob
condicbes experimentais, esta espécie apresentou granulos desses metais
dispersos ao longo das camadas da parede celular. A retengdo desses granuios
sugere ser um mecanismo de tolerancia, o que possibilita a sobrevivéncia desta
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espécie em areas contaminadas como a Baia de Sepetiba no Estado do Rio de
Janeiro, dada a impossibilidade desses metais atingirem o citosol.

As plantas podem responder a toxicidade, pelo efluxo ativo do ion do
citoplasma para o meio extracelular. Pelo menos duas espécies tolerantes,
Lupinus albus e Tamarix aphylla, eliminam o excesso de cadmio desse modo, com
consequente gasto extra de energia (HAGEMEYER & WAISEL, 1988; COSTA &
MOREL, 1993).

E conhecido o fato de certas plantas acumularem e tolerarem
especificamente niveis toxicos de certos metais, através de mecanismos
fisioibgicos e bioquimicos. Muitas espécies vegetais desenvolveram com alta
eficiéncia um sistema econdmico de detoxificagdo para metais pesados.
Entretanto, como este mecanismo de tolerancia ainda nao foi completamente
elucidado, este € na atualidade, o principal foco de atengdo dos pesquisadores
envolvidos com o estudo da fisiologia do estresse induzido por estes elementos
toxicos.

Muita atengdo tem sido dada a um grupo de proteinas de baixo peso
molecular denominadas fitoquelatinas, pertencentes a classe Il das
metalotioneinas, como participantes do mecanismo de tolerancia. O termo
metalotioneina foi usado pela primeira vez em 1957 para descrever uma proteina
isolada do cortex renal de eqliinos, que continha grande quantidade de enxofre e
cadmio. Durante trés décadas, varias proteinas dessa classe foram descritas em
diversos organismos, estando as mesmas associadas com zinco, cobre ou
cadmio, porém o dltimo como agente estressante (ROBINSON ef al., 1993).

Em plantas a presenga de cadmio complexado com proteinas, formadas por
poli('Y-glutamil-cisteinil)-glicina, & conhecida desde a década de 80. Estes
poliptideos e outros isopeptideos Y-giutamil, nos quais a glicina esta ausente ou
substituida por B-alanina, foram designados metalotioneinas ~ Classe il
(ROBINSON et al., 1993). Estes componentes foram primeiramente identificados e
caracterizados na levedura Schizosaccharomyces pombe e denominados de
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cadistinas. Polipeptidios similares foram subseqlentemente purificados de células
de plantas em cultura e designados de fitoquelatinas.

A sequestracao de metais pesados pelas fitoquelatinas confere protecdo as
proteinas, muitas delas com atividade enzimatica e sensivel a metais pesados,
reduzindo assim a concentragao dos fons toxicos livres no citosol. Segundo ZENK
(1996), a identificagdo de mutantes de Arabidopsis thaliana sensiveis a cadmio e
deficientes em fitoquelatina-sintase demonstra de forma conclusiva a importancia
das fitoqueiatinas na tolerancia a metais pesados.

Alem da espécie relatada acima, outras como Nicotiana tabacum, Pisum
sativum e Mimulus guftatus sao tolerantes ao cadmio devido a presenga de
MTgenes, ou seja, estas espécies s@o portadoras de informagdes genéticas que
cadificam para a sintese de metalotioneinas (MT) (PRASAD, 1995).

SANITA DI TOPPI et al, (1999) notaram que culturas axénicas de pélos de
raizes de cenoura (Daucus carota) tratadas com sulfeto de cadmio acumulavam
rapidamente altas concentragdes de cadmio. Como resposta, houve produgao de
etileno e de diferentes formas de fitoquelatinas, mostrando a importancia destas
moléculas no processo de detoxificagdo. Porém, segundo esses autores, a
tolerancia nao se deve unicamente a produgio de fitoquelatinas, mas a um
conjunto de mecanismos como a exclusdo do metal, compartimentalizagao,
indug&o de outras proteinas de estresse, produgéo de etileno e peroxidases.

A compartimentalizagdo dos ions cadmio, complexados com proteinas,
parece ter grande importdncia como mecanismo de tolerdncia. Granulos
carregados de cadmio foram encontrados no citoplasma e no vactolo, mas
ausentes na parede celular e células da epiderme, em algumas plantas aquaticas
(RAUSER & ACKERLEY, 1987).

A localizagao de cadmio em vaclolos, a sintese de fitoquelatinas e sua
ligagéo com o metal ocorrem principalmente em raizes (GRILL ef al,, 1989).

NAGEL ef al (1996) relataram que na alga verde Chlamydomonas
reinhardtii, a maior parte do cadmio utilizado no tratamento desta espécie foi
encontrado no cloroplasto com valores superiores a 50%, enquanto que no citosol
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apenas 10%. A por¢&o predominante de fitoquelatinas também foi localizada no
cloroplasto, o que sugere uma possivel compartimentalizagdo do cadmio
associado a estas proteinas nos cloroplastos em algumas espécies. A despeito
desses resultados, os mesmos autores comentaram que a sintese de
fitoquelatinas, nas plantas, deve ocorrer no citosol e o complexo
cadmioffitoquelatina tem sido encontrado normalmente no citosol e nos vactiolos.
Ao que tudo indica, a compartimentalizagdo é dependente da associagdo do
cadmio a fitoguelatinas.

Quando se cultivou Nicotiana rustica var. Pavonii em hidroponia, na
presenga de ions cadmio, os principais componentes do complexo Cd-proteinas
foram (Y-Glu-Cys)3-Gly e (Y-Glu-Cys)4-Gly. A localizagao destes polipeptidios foi
determinada pelo isolamento de protoplastos e vaclolos de folhas de plantulas.
Ambos, metalotioneinas — Classe lil e ions cadmio foram encontrados em
vactiolos (ROBINSON et al,, 1993).

Foram encontrados indicios de que h& um transportador especifico,
designado de HMT1, requerido para a acumulagdo de grande quantidade de
compiexos Metalotioneinas — Classe Ili — Cadmio nos vactiolos de células de
levedura Schizosaccharomyces pombe (ROBINSON et al, 1993). Este fato
contribui para reforcar a importancia ndo sé da complexagao do cadmio com as
fitoquelatinas, como mecanismo de tolerancia, mas também desta associagao

para efeito de imobilizag&o do ion dentro de um compartimento especifico na
célula.

2.4. Estudos estruturais e ultra-estruturais relacionados ao
estresse provocado por metais pesados

Apesar da grande quantidade de informagdes disponiveis com relagdo a
bioquimica do estresse provocado pelo cadmio, ainda s8o poucas as informacées
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disponiveis com relagéo as alteragdes estruturais e uitra-estruturais induzidas peia
presenca deste ion toxico nas plantas. Alias, isto é valido para os metais pesados
de uma forma geral.

Com relagéo as plantas de importancia agricola, grande parte das
informagdes disponiveis esta relacionada com a fisiologia do estresse. Para outras
espécies, os estudos estruturais e ultra-estruturais relacionados ao estresse, estao
voltados principalmente para plantas biocindicadoras de poluicdo ou de plantas
bicacumuladoras de metais pesados. Geralmente, as Gltimas, crescem em areas
onde os niveis desses elementos sdo considerados elevados e, obviamente, elas
exibem respostas positivas, com grande capacidade adaptativa a estas condi¢des
ambientais.

Na atualidade, maior atengao tem sido dada para estudos integrados de
bioquimica, fisiologia e morfologia, levando a uma melhor compreensao de todo o
processo.

Diante destes fatos, serdo apresentados dados obtidos ndo s6 com o
cadmio, mas com outros ions metdlicos toxicos, em razédo das respostas serem
semelhantes entre os diferentes metais pesados.

Trés espécies de alga, Melosira granulata, Fragilaria capucina e Anacystis
cyanea foram estudadas por SICKO-GOAD (1982), procurando identificar
alteracOes estruturais e ultra-estruturais devidas a presencga de cobre e chumbo.
Estas espécies foram submetidas ao tratamento com estes dois elementos, com
concentragdes relativamente baixas, ndo com o objetivo de provocar uma toxidez
profunda e causadora da morte das mesmas, mas sim uma leve sensibilizagao.
Os resultados obtidos s@o interessantes, porque apesar das doses utilizadas
(10ppb de chumbo e 5ppb de cobre) e o tempo (maximo 24 horas) relativamente
curto, varias alteragdes morfologicas foram percebidas, mesmo ndo sendo
significativas em periodos menores de exposicdo aos metais. Foram notadas
alteragdes no volume do citoplasma, volume das mitocéndrias e dos cloroplastos,
assim como no nimero de mitocondrias. Foi notada também a presenca de

vesiculas que foram identificadas como pertencentes a categoria de vac(olos
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“autofagicos”. Foram observadas ainda, alteragdes nos tilacéides, presenga de
granulos de acido poli--hidroxibutirico, de cianoficina e corpos poliédricos nao
identificados bioquimicamente (SICKO-GOAD, 1982).

HEUMANN (1987) desenvolveu estudos de alteragdes ultra-estruturais na
alga Chara vulgaris, submetida ao tratamento com cadmio, mercurio, chumbo
organico e inorganico, em condigbes experimentais. Doses subletais destes
elementos causaram ailteragdes na estrutura fina das células internodais. O
cadmio e o chumbo inorgénico induziram desordens nas microfibrilas da parede
celular, que causaram o aparecimento de protuberancias. O merctrio afetou
diretamente a estrutura dos cloroplastos e das mitocondrias causando ainda, a
dilatagao do reticulo endoplasmatico. O chumbo orgéanico provocou danos no
sistema de membranas do cloroplasto e também na membrana plasmatica.
Nenhum dos metais utilizados, nas condigbes experimentais consideradas neste
estudo, causou alteragbes na ultra-estrutura do nucleo, apesar desta espécie ser
muito sensivel a baixas concentragbes de ions toxicos e longos tempos de
exposicao aos mesmos.

A influéncia de diferentes concentragbes de varios metais pesados, como
cadmio, cobalto, cobre, ferro, mercirio, manganés, zinco e aluminio, na
germinagao do péien e no crescimento do tubo polinico de Lilium fongiflorum foi
estudada por SAWIDIS & REISS (1995) utilizando microscopia de luz. As
concentragGes para estudos em microscopia de luz foram de 03, 10, 30 e 100uM.
Também, foram realizados estudos ultra-estruturais com tubos polinicos tratados
com cadmio, cobalto, ferro, mercirio e manganés.

A germinacéo dos graos de pélen foi afetada pelo cadmio a partir de 3uM.
Em concentragfes acima de 30uM, o cadmio, o cobre e o merchrio foram
extremamente tOxicos com grande redugdo na porcentagem de germinacao.

A andlise das células, ao microscopio de luz, revelou danos principalmente
na parede celular que, como consequéncia, inibiu o crescimento do tubo polinico.

O cadmio foi o principal elemento que causou danos no meio intracelular, com
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distribuicdo anormal de organelas, provocando uma desorganizagédo geral na
estrutura da célula.

O efeito do chumbo foi estudado em células de raizes de Allium cepa L, por
WIERZBICKA (1998). Foram observadas alteragoes na parede celular, que é o
principal sitio de acumulagdo deste .metal pesado nas plantas. A
compartimentalizagdo do vacuolo foi, também, uma alteragdo notada em
observacbes realizadas ao microscopio de luz. As analises ultra-estruturais
revelaram deposicéo de grande quantidade de material na parede celular, do lado
voltado para a membrana plasmatica. Em alguns casos, estes depositos eram
constituidos de chumbo, sendo encontrados também, depésitos intracelulares
deste metal.

AlteragBes ultra-estruturais induzidas pelo cadmio foram observadas na
cianobactéria Nosfoc UAM208 por FERNANDEZ-PINAS et al. (1995). As células
foram tratadas com cadmio com concentracdo final de jons livres de 489 e
6,36uM e tempo de tratamento variando entre 6 e 96 horas. As alteracdes
observadas ao microscépio eletronico foram: o desenvolvimento de grandes
espagos dentro dos tilacdides, desorganizacio e degradagdo das membranas,
incremento no nGmero e tamanho dos corpos de polifosfato, aparecimento de
grandes granulos de cianoficina e, eventualmente, lise celular. Muitos destes
danos foram observados no tempo mais curto e na concentracdo mais baixa,
evidenciando, mais uma vez, o quanto o cadmio pode ser toxico as células. Os
danos foram mais pronunciados apés 96 horas, com completa degradacio das
membranas dos tilacdides.

Muitos dos laboratérios que investigam toxicidade de cadmio em plantas
vasculares empregam solugbes com concentragdo variando entre tuM a 3mM e
com tempo de exposi¢éo que varia de trés horas até cinco semanas. E possivel
notar que nao existe um consenso com relagéo a essas condigbes experimentais.

Isto pode ser justificado em fungao de diferentes objetivos pretendidos, da espécie
estudada, do tipo celular e outros.
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De um modo geral, os resultados indicam que as respostas por parte do
vegetal podem ser rapidas, mesmo em se tratando de alteracdes morfolégicas, e
nesse sentido, estudos de toxicidade de cadmio “in vitro” utilizando culturas de
células, podem ser relevantes para o entendimento de mecanismos de tolerancia
e tambem para a identificacdo de alteragSes morfolégicas relacionadas ao
estresse, além da possibilidade do controle das condicdes de crescimento,
facilidade de manuseio e homogeneidade de toda a populagao de células.
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3. OBJETIVOS

Com base nestes argumentos, o presente trabalho teve como objetivos:

Verificar alteragbes morfolégicas em células de Saccharum oficinarum L. e
Citrus aurantium L., cultivadas “in vitro” apés o tratamento com ions cadmio:

identificar alteragdes citoquimicas provocadas pelo cadmio:

Identificar possiveis efeitos do cadmio no metabolismo de carboidratos nas
duas espécies vegetais;

Identificar possiveis efeitos do cadmio no contetdo protéico nas duas
espécies vegetais;

Comparar as duas espécies estudadas, ou seja, uma monocotiledanea e
uma dicotileddnea, com relag@o as respostas ao estresse.
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4. MATERIAIS E METODOS

Células em suspenséo de Saccharum oficinarum L. Clone 3286 (cana-de-
agucar) e Cifrus aurantium L. cv. Murcote (Laranja) foram utilizadas, no presente
estudo. Os calos da primeira espécie foram fornecidos pela Coopersucar, e os de
laranja pelo Centro Nacional de Energia Nuclear para Agricultura, ambas sediadas
no municipio de Piracicaba, SP, sendo obtidos a partir de células meristematicas
para as duas espécies.

Os calos foram introduzidos e mantidos no Laboratério de Culturas Vegetais
do Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas - Unicamp, empregando-se meios para multiplicaco
conforme as Tabelas 01 e 02. As culturas foram mantidas na auséncia de luz e
temperatura ambiente de 25°C+1.

Como os experimentos foram conduzidos com culturas de células em
suspensao, os calos foram submetidos a dissociagao mecéanica para obtencao de
células de forma mais isolada possivel. O meio foi 0 mesmo utilizado para as
culturas sdlidas, porém sem a presenca do agar (Tabelas 01 e 02).

As culturas foram mantidas nas mesmas condicbes anteriores, sob
agitagao constante de 120rpm. As culturas foram repicadas no maximo até trés
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vezes, para obtengéo de um volume maior de células, com o objetivo de atender
ao namero necessario de repetices, quando entéo foram submetidas ao estresse,
adicionando-se as culturas 8uM de cloreto de cadmio (Sigma).

Foram instalados dois experimentos especificos, um para cada espécie,
utilizando-se de Delineamento Experimental do tipo inteiramente Casualizado
(PIMENTEL GOMES, 1985). Os tratamentos foram determinados a partir de estes
preliminares e compreenderam: controle, 04, 24, 48 e 72 horas de exposicdo das
culturas ao agente estressante. Cada tratamento foi repetido trés vezes,
perfazendo um total de 15 parcelas experimentais. A parcela correspondeu a um
frasco Erlenmeyer de 250ml, contendo 80mi de meio de cultura e células em
suspensao.

Células de cada tratamento foram coletadas ao final de cada periodo,
utilizando-se de filtragem das culturas com filtros de porcelana e em baixo vacuo.
Estas células foram utilizadas para a extragéc e dosagem de aglcares livres,
agUcares soliveis, amido e proteinas totais. Para a microscopia de luz, eletrénica

de transmissao e de varredura, as células foram coletadas diretamente no frasco
de cultura com o auxilio de uma espatula.

4.1. Processamento de material biolégico para a microscopia de
luz (KARNOVSKY, 1965, modificado)

As células das duas espécies vegetais foram fixadas em solucao contendo
4% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido, 3% de sacarose e 5mM de cloreto
de calcic em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 6,8. O tempo de fixagao foi de
04 horas, sendo que as células foram lavadas em solugdo de 3% de sacarose,
S5mM de cloreto de caicio no mesmo tampao do fixador por cerca de 90 minutos.
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Tabela 01 - Composicdo do meio para cultura de calos de cana-de-agucar
(Saccharum oficinarum L) (MURASHIGE and SKOOG, 1962)

Solugdo estoque de macronutrientes

Composto Quant. G/1000ml
“Cloreto de caicio 5,87
Fosfato de potassic monobasico 2,27
Nitrato de amonio 22,00
Nitrato de potassio 25,33
Suifato de magnésio 4,93

Solugao estoque de micronutrientes

Acido bérico 0,620
Cloreto de cobalto 0,0025
EDTA - Sodio 1,86

lodeto de potassio 0,083
Molibdato de sddio 0,025
Sulfato de cobre 0,0025
Sulfato de manganés 1,690
Sulfato de zinco 0,860
Sulfato ferroso 1,30

Componentes orginicos

Acido citrico 0,15
Acido nicotinico 1.0
Glicina 2,0
Mio-inositol 100,0
Piridoxina 1,0
Sacarose 20,0
Tiamina 10,0

Outros componentes

Agar 10,0
Clavulin (Antibiotico) 0,25

pH final ajustado para 5,8
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Tabela 02 - Composigdo do meio para cultura de calos de laranja (Citrus
aurantium L.) (MURASHIGE and TUCKER, 1969)

Solugio estoque de macronutrientes

Composto Quant. g/1000ml
Cloreto de célcio 29,33
Fosfato de potassio bibasico 1,00
Fosfato de potassio monobasico 7.50
Nitrato de amédnio 82,56
Nitrato de potassio 95,0
Sulifato de magnésic 18,5

Solugao estoque de micronutrientes

Acido bérico 0,6200
Cloreto de cobalto 0,0025
EDTA - Sodio 7,4500
lodeto de potassio 0,0830
Molibdato de sédio 0,0250
Sulfato de cobre 0,0025
Sulfato de manganés 1,6800
Sulfato de zinco 0,8600
Sulfato ferroso 5,56700

Componentes orgénicos

Acido nicotinico 0,50
Extrato de malte 0,50
Glicina 0,20
Glicose 50,0
Mio-inositol 10,0
Piridoxina 1,00
Tiamina 1,00

Outro componente

Agar 8,00

pH final ajustado para 5,8
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As células foram tratadas a seguir com a mesma solugéo acima, acrescida
de 0,15M de glicina e mantidas por 12 horas em temperatura de 4°C. Apos, as
celulas foram lavadas novamente em tampao cacodilato 0,1M, pH 6,8, trés vezes
de 30 minutos sendo a seguir lavadas rapidamente em agua destilada.

As células foram desidratadas em etanol partindo-se de concentragéo de
70% até 100% e postas para infiltragdo com resina Leica 7026, utilizando-se da
mistura etanol absoluto/resina nas proporgées de 3:1, 2:1, 1:1 e 1:2. com tempo
de duas horas em cada etapa e, finalmente, por 12 horas em resina pura. O
material biologico foi emblocado em molde de gelatina com capacidade para 200ul
de resina, sendo que os mesmos foram polimerizados a temperatura ambiente sob
vacuo por cerca de 90 minutos.

Os blocos foram preparados para microtomia e obtidos cortes semifinos
com 2um de espessura em Ultramicrotomo LKB ULTROTOME il 8800, do
Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de Biologia
CelulariB/UNICAMP.

Cerca de oito cortes foram distendidos sobre cada lamina, aderidos por
aquecimento, e submetidos a diferentes métodos de coloragao e citoquimica. Para
evitar possiveis interferéncias nos testes citoquimicos foram realizados controles
para cada reagio.

As laminas foram levadas a observac&o em microscopio de luz comum e
luz polarizada, marca Olympus, modelo BX80 do Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia Celular/IB/UNICAMP. Os registros fotograficos foram
feitos em negativo Kodak Gold 100 e em papel Kodak Royal.
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4.1.1. Coloragdo pelo Azul de Astra e Safranina (BUKATSCH,
1972; modificado).

Para a analise morfolégica das células, os cortes iniciaimente foram
tratados com solugdo aquosa de Safranina 1% durante 90 segundos em
temperatura ambiente. Apés, os cortes foram lavados em agua corrente por trés
vezes, seguindo-se de uma lavagem em etanol 70% e outra em agua destilada. A
seguir, os cortes foram tratados com solugéo de Azul de Astra 1% por 80 minutos
em estufa com temperatura de 37°C; lavados em &gua corrente por trés vezes e

em seguida em agua destilada. Os cortes foram entdo desidratados em etanol
95% e 100%, diafanizados em xilol @ montados com Entellan.

4.1.2. Azul de Toluidina (AT) pH 4,0 (VIDAL, 1977).

Para detecgéo de radicais anibnicos e metacromasia, os cortes foram
submetidos a coloragdo pelo Azul de Toluidina 0,025% em tampéo Mclivaine, pH
4,0 durante 15 minutos & temperatura ambiente, seguindo-se trés banhos rapidos

em agua destilada. Os cortes foram secos ao ar, diafanizados em xilol durante dez
minutos € montados com Entellan.

4.1.3. Floroglucinol acidificado (HERR Jr., 1992)

Com o objetivo de identificar a lignina, os cortes foram tratados com uma
solugdo de cloreto de calcio 20%, floroglucinol 1% e &acido cloridrico 16%. A
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solucdo recém preparada, filtrada em Ia-de-vidro, foi gotejada sobre os cortes, que
rapidamente foram cobertos com laminula. O excesso de solugdo corante foi
removido com auxilio de papel de filtro e, as laminulas vedadas com esmalte. As
laminas semipermanentes foram levadas a observagéo logo apés a montagem.

4.1.4. Reacgao de Feulgen (MELLO & VIDAL, 1978)

Para analise morfologica dos nlcleos das células, os cortes foram
inicialmente submetidos & hidrélise em solucéo de acido cloridrico 5N por 30
minutos em temperatura ambiente e lavados a seguir em agua destilada por trés
vezes de cinco minutos. Os cortes distendidos sobre as laminas, foram secos ao
ar e, posteriormente, incubados com Reativo de Schiff durante 30 minutos a
temperatura ambiente e na auséncia de luz.

Os cortes foram lavados em agua sulfurosa (dgua, solugdo aquosa de acido
cloridrico 1N e solugao de metabissulfito de sodio 10%, na proporgao de 18:1:1
(viviv)) por trés vezes de cinco minutos cada e apés, em agua destilada. Os cortes

foram desidratados em etano! 95% e 100% durante dois minutos em cada um,
diafanizados em xilol e montadas com Entellan.

4.1.5. Fast-Green Alcalino (TAS et al., 1980)

Com o proposito de identificar as proteinas basicas que se associam ao
DNA nuclear, os cortes foram ftratados com solugdo aquosa de A&cido
tricloroacético 5% (TCA) recém preparado, durante 15 minutos, a 90°C. Apos, os
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cortes foram tratados com TCA 5%, recém preparado, frio e a seguir, lavados
varias vezes em agua destilada.

Para coloragéo, os cortes foram tratados durante 30 minutos com Fast-
Green 0,1%, pH 8,0, preparado em solucdo aquosa de fosfato de sédio
monobasico 0,005M. Apos, foram lavados varias vezes em agua destilada,
desidratados em etanol 95% e 100%, cinco minutos em cada um, diafanizados em
xilol por 10 minutos e montados com Entellan.

4.1.6. Método AgNOR (HOWELL & BLACK, 1980)

Com o objetivo de evidenciar os nucléolos, empregou-se 0 método da
impregnacao pela prata. Para tanto, os cortes foram tratados com as seguinies
solugdes:

Solug@o A: Solugao aquosa de gelatina 2% e acido férmico 1%, preparada
sob temperatura de 60°C;

Solugao B: Solugao aquosa de nitrato de prata 50%.

As solugbes A e B foram gotejadas sobre os cortes na proporgao de 1:2,
respectivamente. Procedeu-se a mistura das solugbes, sendo os cortes em
seguida cobertos com laminula e levados & estufa, a 60°C, por sete a oito minutos.
A seguir, a laminula foi removida com um jato de agua destilada e os cortes foram
secos ao ar, diafanizados em xilol por dez minutos e montados com Entellan.

4.1.7. Método do P.A.S. (MAIA, 1979).

Com o objetivo de identificar polissacarideos neutros e glicoproteinas, os
cortes foram iniciaimente oxidados em solugio aquosa de acido periddico 0,5%
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durante nove minutos, & temperatura ambiente. Apos, as laminas foram lavadas
em agua destilada, secas ao ar, e tratadas com Reativo de Schiff (MELLO &
VIDAL, 1878) durante 30 minutos, na auséncia de iuz e temperatura ambiente. A
seguir, as laminas foram lavadas trés vezes durante trés minutos em agua
sulfurosa (Vide 4.1.4). Os cortes foram desidratados em etanol 95% e 100% por

dois minutos em cada um, diafanizados em xilol por dez minutos e as laminas
montadas com Entellan.

© 4.1.8. Xylidine Ponceau (XP) pH 2,5 (VIDAL, 1970).

Para deteccdo de radicais catibnicos, os cortes foram submetidos a
coloragdo com solugdo de Xilidine Ponceau 0,1%, pH 2,5 em solugéo de acido
acetico 3% (v/v) durante 15 minutos a temperatura ambiente. A seguir, as laminas
foram lavadas em acido acético 3% (v/v) durante 30 minutos, ap0s em agua
destilada por cinco minutos. Os cortes foram desidratados em etanol 95% e 100%

por cinco minutos em cada um, diafanizados em xilo! durante dez minutos e as
laminas montadas com Entellan.

4.2. Processamento do material biolégico para microscopia
eletronica

4.2.1. Microscopia eletrénica de transmissio

Para estudos da ultra-estrutura celular, células das duas espécies vegetais
foram fixadas em solugdo contendo 4% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido,
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3% de sacarose e 5SmM de cloreto de caicio em tampao cacodilato de sédio 0,1M,
pH 6,8 (KARNOVSKY, 1965, modificado). O tempo de fixagdo foi de 18 horas a
temperatura de 4°C, e a seguir os materiais foram lavados em solugdo de
cacodilato de sdédio 0,1M, acrescido de 3% de sacarose € 5mM de cloreto de
célcio por 120 minutos, com trocas com intervalos de 15 minutos.

A pés-fixagéo foi realizada com tetréxido de ésmio 1%, utilizando-se da
mesma solugao utilizada na lavagem anterior, porém acrescida de ferricianeto de
potassio 0,8%, por um periodo de quatro horas a temperatura de 4°C. A seguir as
celulas foram lavadas em tamp&o cacodilato e apds, em agua destilada, sendo
desidratadas partindo-se de acetona 50% até 100%.

As ceélulas foram embebidas em mistura de Spurr (SPURR, 1969) com
acetona e finalmente emblocadas em resina pura. Os blocos foram levados para
polimerizagdo em estufa a temperatura de 60°C, por 48 horas.

Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo LEICA MT-
ULTRACUT, do Laboratério de Microscopia Eletrénica do Instituto de Biologia da
UNICAMP, e dispostos sobre telas de cobre de 200 mesh. A contrastacdo foi
realizada tratando-se os cortes com solugéo aquosa de acetato de uranila 2%, por
20 minutos para a laranja e por 25 minutos para a cana-de-aglicar. A seguir, os
cortes foram lavados em agua destilada deionizada durante varias vezes e postos
para secagem por cerca de 90 minutos. Apés, foram tratados com citrato de
chumbo 0,2% em solugdo de hidroxido de sédio 1N, por cinco minutos para a
laranja e por dez minutos para a cana-de-aglcar. A seguir, os cortes foram
lavados em agua destilada deionizada e postos para secagem ao ar. Apbs 24
horas, os cortes foram submetidos a cobertura com carbono no High Vaccuum
Coating System — MED 020 da BAL-TEC, do Laboratério de Microscopia
Eletrénica do IB/Unicamp.

As telas foram levadas a observacdo em microscépio eletronico de
transmiss@o (MET), marca Zeiss, modelo LEO 906 do Laboratério de Microscopia
Eletrnica do Instituto de Biologia da UNICAMP. Os registros fotograficos foram
feitos em negativo KODAK 4489 e papel Kodabrome Print RCF3.
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4.2.2, Microscopia eletronica de varredura (TANAKA, 1989,
modificado)

Para a obtengéo de imagens tridimensionais das células das duas espécies
estudadas, as amostras foram fixadas em solugdo de glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,05M, pH 6,8, acrescida de
3% de sacarose. O tempo de fixagéo foi de 12 horas & temperatura ambiente.
Apbs a lavagem, com tampéo cacodilato, as células pré-fixadas foram tratadas
com solugdo aquosa de tetroxido de 6smio 1%, no mesmo tampao do fixador, por
12 horas em temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas em agua
destilada, desidratadas em solugbes de concentragio crescente de acetona,
partindo-se de 30% até 100%, e levadas & secagem, ao ponto critico no Critical
Point Dryer — CPD 020 da BALZERS.

Apds a montagem das células em “stubs” apropriados, procedeu-se a
deposicdo metélica, utilizando-se do Sputter Coater SCD 050 da BALZERS,
ambos do Laboratdrio de Microscopia Eletrénica do IB/UNICAMP.

As amostras foram levadas a observagdo ao microscépio eletrénico de
varredura, marca JEOL, modeio JSM 5800LV do Laboratéric de Microscopia
Eletrdnica do Instituto de Biologia da UNICAMP. Os registros fotograficos foram
feitos em filme T-MAX 100 e em papel Kodabrome Print RCF3.
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4.3. Analise bioquimica

4.3.1. Carboidratos

Inicialmente, células coletadas das duas espécies, por filtragio em filtros de
porcelana em baixo vacuo, foram liofilizadas e maceradas em nitrogénio liquido
até a obtengcdo de um pé homogéneo, que foi mantido em dessecador em
auséncia total de umidade.

Para a dosagem de agUcares livres, aglcares soliveis e amido, foi adotada
a metodologia conforme o exposto no esquema 01.

As amostras foram tratadas com 5m! de uma mistura de alcool metilico,
cloroformio e agua (MCA), na proporgdo de 12:5:3 (viv). As amostras foram
agitadas até completa homogeneizagéo e mantidas em geladeira por 24 horas.
Apos, procedeu-se a centrifugagdo das amostras durante dez minutos a 3.000 rpm
em centrifuga Excelsa 3, marca FANEN. Os precipitados foram ressuspendidos
em 5mil de MCA e levados a nova centrifugagéo, conforme descrito anteriormente.

Os sobrenadantes foram recolhidos apds as duas centrifugacgées,
quantificados e estocados em geladeira, para posterior dosagens de aglcares
livres. Os precipitados foram ressuspendidos em alcool etilico 10%, agitados até
completa homogeneizacio e centrifugados por dez minutos a 3.000rpm. Os
sobrenadantes foram, entdo, recolhidos, quantificados e estocados para posterior
dosagem de agucares soliveis (SCOTT & MELVIN, 1953).

Por fim, os precipitados obtidos com a centrifugacdo anterior, foram
ressuspendidos em Smi de acido perclérico 30% (PCA), segundo McCREADY et
al. (1950), agitados e mantidos por cinco horas em geladeira. Apds, as amostras
foram centrifugadas, nas mesmas condigdes anteriores, e os precipitados
novamente ressuspendidos em 5ml de PCA, centrifugados e os sobrenadantes
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das duas centrifugagbes foram recolhidos, quantificados e, mantidos em geladeira,
para posterior dosagem de amido.

As dosagens de agucares livres, aglcares sollveis e amido foram
realizadas utilizando-se o reagente antrona, que resulta da mistura de 100ml de
acido sulfurico concentrado e 200mg de antrona (McCREADY et al., 1950). Os
sobrenadantes obtidos apos as centrifugacées com MCA, alcool etilico 10% e
PCA 30% foram separados em aliquotas de 1ml e acrescidos de 2ml do reagente
antrona. A mistura foi realizada em tubos de ensaios, que foram levados ao
aquecimento em banho-maria a 100°C por cinco minutos (SCOTT & MELVIN,
1953).

Apos, os tubos foram resfriados rapidamente e as amostras levadas
para leituras em espectrofotémetro em 620nm. Foram necessérias diluigdes para
a analise de agtcares livies e amido, sendo que para tanto, utilizou-se agua
destilada.

Para a quantificacdo dos carboidratos, utilizou-se reta padrao obtida com
solugdes aquosas de glicose nas concentragdes de zero, 10, 20, 40, 60 e 80ug/mi.
Para o amido foi utilizado o fator de corregéo (0,9) segundo McCREADY et a/.
(1950).

Os valores obtidos em porcentagem de agtcares livres, agucares soluveis e
amido na matéria seca, foram submetidos & analise de variancia, segundo STEEL

& TORRIE (1980) e as suas médias comparadas pelo Teste de Tukey 5%
(PIMENTEL GOMES, 1985).

4.3.2. Proteinas totais

As células liofilizadas, conforme o descrito no item 4.3.1. foram utilizadas

para a dosagem de proteinas sollveis em hidroxido de sodio (NaOH) conforme o
exposto no Esquema 02.
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ESQUEMA 01

Extrag&o e dosagem de aglicares livres, aglcares soliveis e amido.

0,025g de células
+

10 ml de MCA

!

'

!

}'

l'

Precipitado Sobrenadante
+ MCA
Etanol 10%
| '
Precipitado Sobrenadante
+ Etanol
10mi PCA 30%
: ‘
Precipitado Sobrenadante
descartado PCA 30%

?'

Dosagem em
Espectrofotometria
A =620nm
1ml sobrenadante
2mi de antrona
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inicialmente, foram pesadas amostras de 0,059 de células de cana-de-
aglcar e amostras de 0,025g de células de laranja. As amostras foram tratadas
com 5ml de MCA, agitadas até completa homogeneizagdo e mantidas em
temperatura de 4°C, por 24 horas. Apods, procedeu-se a centrifugacao das
amostras durante dez minutos a 3.000rpm. Os precipitados foram ressuspendidos
em 5mi de MCA, agitados e submetidos a nova centrifugago.

Os precipitados obtidos na segunda centrifugagéo foram ressuspendidos
em solugao aquosa de NaOH 0,1N recém preparada, agitados até completa
homogeneizag&o e deixados durante toda noite em temperatura de 4°C. Apos, foi
realizada a primeira extragédo com a centrifugacdo da amostra durante dez minutos
a 3.000rpm. O sobrenadante foi quantificado e reservado. Os precipitados foram
ressuspendidos novamente em 5ml de solugdo de NaOH 0,1N, agitados,
procedendo-se a seguir nova centrifugagio para obter o segundo extrato, que foi
quantificado e reservado. Os precipitados foram novamente ressuspendidos em
NaOH 0,1N, agitados e centrifugados para a obtengao do terceiro extrato.

De cada extrato foi retirado uma aliquota de 0,1ml e acrescido de 1m! do
Reagente Comassie Blue (BRADFORD, 1976). As amostras foram levadas para
leituras em espectrofotdbmetro em 595nm. Foram necessarias diluicbes para a
andlise de proteinas totais, sendo que para tanto, utilizou-se solugio de NaOH
0,1N.

Para a quantificagéo das proteinas totais, utilizou-se reta padrao obtida com
concentragbes de zero, 10, 20, 40, 60, 80 e 100ug/m! de soroalbumina bovina —
BSA (Sigma), diluidas em solug@o aquosa de NaOH 0,1N.

Os valores obtidos, em porcentagem de proteinas totais na matéria seca,
das duas espécies estudadas foram submetidos & analise de variancia, segundo

STEEL & TORRIE (1980) e as suas médias comparadas pelo Teste de Tukey 5%
(PIMENTEL GOMES, 1985).
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ESQUEMA 02

Extrag&o e dosagem de proteinas soltiveis em Hidréxido de Sodio (NaOH)

0,059 de células de cana-de-
agucar e 0,025g de células de

laranja
+
10mi de MCA

Precipitado Sobrenadante MCA

+
NaOH 0,1N

\ 4
Precipitado

+
NaOH 0,1N Dosagem em

Espectrofotometria
> A=595nm

v 0,1ml amostra

- 1ml do Reagente
Precnfltado ‘ Comassie Blue
NaOH 0,1N

A 4
Precipitado
Descartado
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5. RESULTADOS

5.1. Células de Saccharum oficinarum L. (cana-de-agtcar)

5.1.1. Microscopia de luz

Foram observadas alteragbes morfoloégicas nas células em todos os tempos
estudados, com maior evidéncia nos tempos mais longos de exposigdo ao cloreto
de cadmio.

As culturas foram constituidas em grande parte de aglomerados de células
que formam grumoes, maiores e menores que podem conter centenas de células,
sendo que as divisbes celulares ocorrem intensamente na periferia, regido esta
que se encontra diretamente em contato com o meio de cultura.

ApoOs 72 horas de tratamento com cloreto de cadmio, dentro dos agregados
celulares foram observadas duas regides distintas: a regido previamente existente
e que foi arbitrariamente denominada de regido A e a regiao formada a partir das
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Prancha 3 Células de Saccharum oficinarum L. tratadas com floroglucina.

Figs 8: Celulas tratadas por 24 horas com cloreic de cadmio. As
céiulas exibem paredes celulares fortemente coradas em vermelho
(—) e células com paredes alaranjadas { = ). Observa-se que as
células com paredes vermelhas formam uma espécie de halo no
grumo. Estas ceélulas correspondem as células da regido
Intermediaria, entre as regiées A e B.

Fig. 10: Detalhe em maior aumento das células que reagem
positivamente ao reagente. Células com paredes fortemente coradas
em vermeiho { -» ) devido a presenca de fignina e células com
paredes alaranjadas { » ).

Fig. 11: Detalhe das paredes das células lignificadas.

Figs. 8 e 10 — Barra = 40um e Fig. 11 - = 20um.
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Prancha 4

Cortes de células de Saccharum oficinarum L. submetidas 3
reagdo de Feulgen.

Fig. 12: Células controle. Nucleos esféricos, corados uniformemente
com evidéncia da regido Feulgen negativa { — ).

Figs. 13: Células tratadas com cloreto de cadmio por 4 horas. Os
nucleos sao irregulares quanto a forma e coloracd@o. Observa-se que
ocorre degradagdo da cromatina ( =» ).

Fig. 14: Células tratadas com cloreto de cadmio por 48 horas, Estes
nlcleos que reagem positivamente ao reagente sao esféricos na sua
maioria, sendo possivel observar a regido Feulgen negativa. Os
mesmos pertencem as células da regifo denominada de B, ou seja,
de células que se multiplicaram na presenca dos ions cadmio.

Fig. 15: Células tratadas com cloreto de cadmio por 72 horas
(Regiao B).

Figs. 12 e 13 — Barras = 20um e Figs. 14 e 15 — Barras = 40pm.
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Com o tratamento de 4 horas (Fig. 13), a reacdo nos revelou nicleos
deformados, com aparente degradacdo da cromatina. Nucleos fortemente
corados, esféricos e com duas ou mais regides Feulgen negativas, puderam ser
observados (Figs. 14 e 15) para materiais com 48 e 72 horas de incubagdo com
cadmio, respectivamente.

Na Prancha 5 podem ser observados os resultados obtidos com a
colorag@o pelo fast-green alcalino. As células controle (Fig. 16) exibiram fraca
reagdo ao corante, apresentando nucleos com coloracéo levemente esverdeada.
Apés a adiggdo do cloreto de cadmio, a reagéo revelou aumento gradativo de
nicleos com reacdo positiva, 0 que pode ser notado apés 4 h (Fig. 17), 24 h (Fig.
18) e 72 h (Fig. 19) de incubacéo.

No controle o método da impregnacéo pela prata (AgNOR) revelou células
com nucleos amarelados e nuciéolos com coloracdo marrom bem evidente, além
da parede celular levemente enegrecida (Fig. 20).

Nos aglomerados celulares apés 72 horas de tratamento com cloreto de
cadmio, na regiéo A, houve uma resposta negativa a impregnagdo enquanto, na
regiao B, s@o observadas células com nicleos amarelados, de coloragéo intensa e
nucléolos fortemente destacados (Fig. 21). De forma mais detalhada (Fig. 22),
observa-se a presenga de mais de um nucléolo por nicleo em células tratadas.
Nota-se ainda a presenca de contetido citoplasmatico corado, vactolo e detalhe
dos nucleolos nas células tratadas apos 72 horas (Fig. 23).

Nas células-controle submetidas & Reagdo do P.A.S. (Fig. 24) apenas as
paredes celulares apresentaram uma reagéo uniforme aoc método. O corte de
células tratadas revelou reacdo positiva ao P.A.S. somente para as paredes
celulares na regido A e células com contetido citoplasmatico corado e paredes
mais espessas e positivas na regido B. Entre as duas regides, foram observadas
células com conteldo citoplasmatico fortemente corado e paredes celulares mais
espessas que nas regides A e B (Fig. 25).




Prancha 5 Cortes de células de Saccharum oficinarum L. coradas com fast-
green alcalino.

Fig. 16 — Celulas controle. Ocorre fraca reagdo do nticleo ac corante
com coloragao levemente esverdeada ( — ).

Figs. 17: Células tratadas por 4 horas com cloreto de cadmio. Niicleos
de células da regido B.

Fig. 18: Células tratadas por 24 horas com cloreto de cadmio. Os
nucleos exibem forte reagdo ao corante. Devido a espessura do corte,
ocorre sobreposigdo de ndcleos, o que leva a diferencas de

intensidade de coloragdo. Os nlcleos aqui observados pertencem a
células da regido B.

Fig. 19: Celulas tratadas por 72 horas com cloreto de cadmio.
Observa-se um nimero maior de nucleos corados, isto devido ao
tempo de tratamento, o que permite obter um nimero maior de células

que se multiplicaram na presenca dos ions cadmio. Nucleos de
células da regiao B.

Figs. 16-19 — Barras = 4um.






Prancha 6 Cortes de células de Saccharum oficinarum L. submetidas ao
meétodo AgNOR.

Fig. 20: Celulas controle. Nucleos esféricos corados em amarelo com
nucléolo Unico corado em marrom. As paredes celulares estdo
coradas em marrom escuro e pouco contetido citoplasmatico corado.

Fig. 21: Celulas tratadas com o cloreto de cadmio apds 72 horas.
Observa-se a presenga das regides A e B, interior e periferia do
grumo respectivamente. Na regido A, nucleos, nucléolos, contetido
citoplasmatico e paredes celulares nao apresentam coloragio. Na
regiao B observam-se céiulas com paredes e contetdo citoplasmatico
levemente corado. Os nucleos s3o evidentes corados em amarelo,
com nucléolos corados em marrom.

Fig. 22: Células da regido B. Observam-se nicleos descompactados
corados em amarelo com nucléolos corados em marrom. Nota-se a
presenca de mais de um nucléolo por nicleo.

Fig. 23: Detalhe em maior aumento de células da regido B. Os
nucléolos sao de diametro irregular, observa-se a presenca de
conteudo citoplasmatico corado em amarelo. E possivel identificar
claramente a presenca do vacuolo (V).

Figs. 20 e 23 — Barras = 40um e Figs. 21 e 22 — Barras = 40um.
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Prancha 7 Cortes de células de Saccharum oficinarum L. submetidas 23
reacdo do PAS.

Fig. 24: Células controle. Paredes celulares coradas levemente em
magenta, conteudo citoplasmatico ndo apresenta reagdo positiva ao
reagente de Schiff.

Figs. 25: Células tratadas com cloreto de cadmio por 72 horas.
Reacao positiva das paredes celulares das células da regido A
(interior do grumo) e B (regido periférica do grumo), porém as Gltimas
com paredes mais espessas e conteldo citoplasmatico corado. Na
regido intermediaria entre A e B, observam-se células com contetido
citoplasmatico de aspecto granular com reacéo positiva.

Fig. 26: Células da superficie de um grumo tratado com cloreto de
cadmio por 72 horas, com material de aspecto fibrilar na superficie
externa da parede celular, que é espessa. Nota-se que a célula esta
em final de divisao.

Fig. 27: Célula da superficie de um grumo tratado com cloreto de

cadmio por 72 horas. Observa-se a presenca de granulos de secrecéo
corados em magenta.

Figs. 24 e 25 — Barras = 40um e Figs. 26 e 27 — Barras = 20um.
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A analise mais detalhada das paredes celulares intensamente coradas da
regido B revelou material com aspecto fibrilar na superficie externa das células
(Fig. 26). Além disso, nas porcbes mais periféricas dessa regido, foram
observadas células cujo citoplasma mostrou granulos com reacao positiva ao
reagente (Fig. 27), e quando observados em microscopia de luz polarizada nao
apresentaram o padrao tipico observado para graos de amido.

Os resultados dos materiais corados pelo xylidine ponceau (XP) encontram-
se na Prancha 8. Nas células controle, apenas o nicleo e a parede celular
mostraram reagao positiva ao corante (Fig. 28). Com o periodo mais longo de
exposi¢éo ao cadmio, foram verificadas regides distintas nos agregados como nos
demais métodos, correspondendo as regides A e B (Fig. 29). Na regigo A, a
reacéo ao XP foi fraca para os nicleos e praticamente negativa para as paredes
celulares. Porém, na regido B foram observadas células com grande quantidade
de material citoplasmaético corado, além dos nucleos e nuciéolo. As células da
regiao B podem ser observadas em detalhe na Figura 30.

Com o maior tempo de tratamento com cloreto de cadmio, na maioria das
células observa-se, claramente, a compartimentalizagio do vacuolo, os nucleos e
os nucléolos com reacdo positiva, assim como o contetdo citoplasmatico.
Observou-se ainda a presenca de granulos intensamente corados (Fig. 31), que
se destacam no citosol. Confirmando os resultados anteriores, a modificacéo que
mais chamou a aten¢do na regido mais periférica dos agregados do material
tratado foi a compartimentalizacao do vacuolo das células.
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Prancha 8 Cortes de células de Saccharum oficinarum L. submetidas
coradas com xylidine ponceau (XP) pH 2,5.

Fig. 28: Células controle. Reag&o positiva ao corante das paredes
celulares e nucleos, que s3o esféricos, ndo sendo possivel

identificar a presenca de nucléolos. Nao se observa contetido
citoplasmatico corado.

Fig. 29: Células tratadas com cloreto de cadmio por 72 horas.
Observam-se duas regides distintas: A regi&o A que corresponde ao
interior de um grumo e B a regido periférica. Na regido A somente
alguns nucleos reagem positivamente ao corante. Ndo se observa
reagéo positiva de paredes celulares e conteido citoplasmatico. Na
regido B, observam-se células que se multiplicaram na presenca do

agente estressante. Nota-se reagdo positiva de nlcleos, paredes
celulares e contetido citoplasmatico.

Figs. 30: Detalhe de células da regido B tratadas apés 72 horas de
exposicdo ao agente estressante. Reacdo forte ao corante,
principalmente do contetido citoplasmatico das células. Os nicleos
sdo ovalados com possibilidade de identificacdo do nucléolo e
vactiolo compartimentalizado.

Fig. 31: Celula da periferia de grumo tratado por 72 horas com
cloreto de cadmio. Observa-se a compartimentalizacdo do vactolo e

a presenca de pequenos corpos protéicos corados na regiao
citoplasmatica ( = ).

Figs. 28 e 29 — Barras = 40pm e Figs 30 e 31 — Barras = 20um.






5.1.2. Microscopia eletrénica

A ultra-estrutura das células, tanto do material controle guanto do tratado
com o cloreto de cadmio, pode ser observada nas Pranchas 9 e 10,
respectivamente.

No controle (Fig. 32), foram observadas células com um Unico vactolo,
sendo o maior compartimento celular, ocupando um grande volume. O nicleo foi
visualizado préximo a parede celular, com um formato variando de esférico a
ovodide, com grande quantidade de cromatina condensada e exibindo apenas um
nucleolo, também esférico. No citoplasma, foi notada a presenca de granulos
eletrondensos. Em algumas regiées, houve uma leve retracdo do contetdo
citoplasmatico, salientando os espacos periplasmaticos entre a membrana
plasmatica e a parede celular.

As organelas mostraram-se distribuidas pelo citoplasma de maneira
uniforme, ocupando © pequeno espaco entre a membrana do vaclolo e a
membrana plasmatica. O reticulo endoplasmatico granular (Fig. 33) apresentou
um arranjo caracteristico, onde as cisternas se retinem de forma paralela ou
circular. As mitocondrias sempre numerosas, ndo apresentaram um padrao
caracteristico quanto & forma, sendo bastante irregulares e com uma matriz
mitocondrial eletrondensa.

As células do controle ndo apresentaram plastos diferenciados, sendo
observados apenas, ocasionalmente, proplastideos. Além disso, ndo foram
observados complexos de Golgi em nenhum corte de material controle.

A analise do material em microscopia eletrénica de varredura (Fig. 35)
revelou celulas esféricas, com regularidade de tamanho e com deposicdo de
algumas estruturas de forma fibrilar em sua superficie.
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Prancha 9. Células controle de Saccharum oficinarum L. observadas em
microscopia eletrénica.

Figs. 32: Detalhe de uma célula observada ao microscoépio
eletrénico de transmissdo. Observa-se o nlcleo (N) com dreas de
cromatina condensada, nucléolo (Nu), vactolo Gnico (V), espaco
periplasmatico ( % ) e granulos esféricos eletrondensos ( =& ).

Fig. 33: Reticulo endoplasmatico granular. Observa-se que as
cisternas apresentam-se arranjadas de forma paralela.

Fig. 34: Mitocondrias (m). S3o de forma irregular com grande

variagdo, apresentam matriz eletrondensa, com cristas mitocondriais
bastante evidentes.

Fig. 35: Células observadas ao microscopio eletrénico de varredura
com formato esférico e fibrilas ndo muito numerosas na sua
superficie.

Fig. 32 — Barra = 2um; Fig. 33 - Barra = 0,1um; Fig. 34 — Barra =
0,3um e Fig. 35 — Barra = 15um.
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Com a adigéo de cloreto de cadmio ao meio de cultura (Prancha 10), as
ceélulas evidenciaram alteragdes na sua estrutura. Os nlcleos apresentaram uma
grande quantidade de cromatina descondensada e no citoplasma ocorrem, um
consideravel aumento no nimero de vesiculas e de granulos eletrondensos. O
reticulo endoplasmatico mostrou-se dilatado e, finaimente, o complexo de Golgi
pode ser visualizado. (Fig. 36).

Os espagos periplasmaticos tornaram-se mais evidentes entre a membrana
plasmatica e a parede celular, que se mostrou toda retorcida, com camadas
superpostas de regides eletrondensas. Observou-se um vactolo maior e outras
vesiculas menores, também, correspondentes a compartimentos menores de
vacuolo (Fig. 36).

As mitocondrias ndo mais exibem uma matriz t30 eletrondensa como no
material controle (Fig. 37) e foi evidente a presenca de vesiculas do reticulo
endoplasmatico granular. Na parede celular, observou-se uma desfibrilacédo na
regiéo voltada para a lamela média (Fig. 37). As cisternas do complexo de Golgi
puderam ser visualizadas com maior freqiéncia nas células tratadas com cadmio
(Fig. 38).

As células tratadas observadas ao microscopio eletrénico de varredura
apresentaram uma forma bem diferente daquelas do material controle. Na Figura
39 €& mostrada em detalhe uma célula com forma irregular, que ocorre
principalmente na superficie dos agregados. Estas células apresentam, ainda,
grande quantidade de protuberéncias e fibrilas na superficie da parede celular,
que reagiram positivamente ao P.A.S., além de fissuras ao longo da parede.
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Prancha 10 Células Saccharum oficinarum L. tratadas com cloreto de

cadmio, proximas & regido Intermediaria, observadas em
microscopia eletrénica.

Fig. 36: Detalhe de uma célula tratada com o agente estressante
ap6s 48 horas. Observa-se a presenca de parede celular (PC),
membrana plasmatica (MP), nacleo (N), vactolo (V), granulos
esféricos eletrondensos (%), camadas superpostas eletrondensas

na parede celular ( =p ) e reticulo endoplasmatico com cisterna
dilatada ( —=)

Fig. 37: Detalhe de mitocondrias (m), reticulo endoplasmatico
granular (RT) e parede celular (PC) com presenga de fibrilas na

superficie externa (—), de células tratadas por 72 horas com cloreto
de cadmio.

Fig. 38: Complexo de Golgi (CG) de uma célula tratada por 72 horas
com cloreto de cadmio.

Fig. 39: Célula da superficie de um grumo tratado por 48 horas com
cloreto de cadmio. A célula encontra-se alterada quanto a sua
forma. Observam-se fissuras ao longo da parede (Seta branca),
assim como protuberancias na superficie da célula ( ).

Fig 36 — Barra = 1um; Fig. 37 - Barra = 0.5um; Fig. 38 - Barra =
0,5um e Fig. 39 Barra = 20um.
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5.1.3. Analise bioquimica

As medias oblidas para as porcentagens de proteinas totais, aclcares
livres, agucares soluveis e amido na matéria seca das células e os resultados de
comparacao das mesmas, duas a duas pelo teste de Tukey 5%, para o controle e
os diferentes tempos de tratamentos, podem ser observadas na Tabela 3.

Para proteinas totais a menor média foi para o tempo de 4 horas, enquanto
que a maior meédia para o tempo de 48 horas. As médias do controle, 48 horas, 72

horas foram iguais entre si e superiores, enquanto que o controle, 72 horas e 24

e

horas, iguais entre si e intermediarias, apesar do tempo de 24 horas ter sido igual
ao tempo de 4 horas, sendo este Gltimo tratamento inferior em relagdo as demais
medias.

Para os agucares livres, as médias variaram entre 3,40, para o tempo 24
horas, e 8,87, para o controle. Na comparacao das médias o controle ficou isolado
com a média mais alta, enquanto que os tempos de 4, 24 | 48 e 72 horas foram
iguais entre si e inferiores ao controle.

Com relagdo as meédias das quantidades de aglicares sollveis, as mesmas
variaram entre 1,18, para o tempo de 24 horas, e 1,69, para o tempo de 4 horas.
Pelo teste de Tukey 5%, as médias do controle, 4, 48 e 72 horas foram iguais
entre si e superiores, enquanto que a média do tempo de 24 horas, inferior em
relacdo as demais.

A quantidade de amido obtida situou-se na faixa dos 14-16%, nao havendo
diferencas significativas entre os valores obtidos (Tabela 3).

Na Tabela 4 podem ser observados os resultados das analises de variancia
para os componentes quimicos que foram extraidos das células-controle e dos
diferentes tempos de tratamento com cloreto de cadmio e que possibilitaram as
analises dos resultados mostrados na Tabela 3. O teste F indicou diferencas

significativas para o teor de proteinas totais, actcares livres e actcares sollveis



enquanio que para o amido, nao foram verificadas diferengas significativas para as
médias observadas de tratamentos.

Os coeficientes de variaggo, medidos em porcentagem para cada
componente quimico avaliado, variaram entre 5,48 e 14,08, sendo o menor valor
para proteinas tolals e o maior para o amido.
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Tabela 3 - Porcentagens medias de proteinas fotais, acicares livres, agucares
soltiveis e amido na matéria seca de células de Saccharum oficinarum

L. cultivadas em suspensdo e submetidas a diferentes tempos de
tratamento com cloreto de cadmio

Componente Médias de Tratamentos ¥
Quimico Controle 4h 24 h 48 h 72h
Proteinas Totais 11,30ab 8,52¢ 10,01be 11,762  11,26ab
Acucares Livres 8,87a 4,05b 3,40b 4,57b 3,86b
Aclcares Sollveis 1,62a 1,692 1,18b 1,58z 1,64z
Amido ¢ 16,45 16,25 14,17 16,31 13,79

i/ a, b e c, indicam médias de fratamentos diferentes entre si, superior,

intermediaria e infericr, respectivamente, nos niveis de 5% de probabilidade
pelo tesie de Tukey.

2/ As médias para este componente quimico nao diferem entre si conforme teste F
5% (Tabela 05).
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Tabela 4 - Resumo das analises de varidncia realizadas com os valores das
dosagens de proteinas e acglcares de células de Saccharum

oficinarum L. cultivadas em suspensado

Quadrados Médios Coeficiente de

Componente Quimico de
Variag@o {%)
Tratamentos ¥
Proteinas Totais 2,7423 - 5,46
Aclcares Livres 14,9220 13,74
Aglicares Sollveis 0,013 8,31
Amido 5,0647 14,08

1/ = Indica diferencas significativas no nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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5.2. Células de Citrus aurantium L. {laranja)

5.2.1. Microscopia de luz

As células do material conirole, coradas com safranina e azul de astra,
apresentaram formato variado (Fig. 40), com paredes celulares coradas em azul,
conteudo citoplasmatico levemente corado, também em azul, & os nucléolos se
destacaram corados de vermelho. Na Figura 41, podem ser observados detalhes
das ﬁé?uias controle em maior aumento, Nota-se que os nicleos apresentam-se
com cromatina extremamente descompactada. Os nuciéolos, corados em
vermelho, s&o esféricos e Unicos em cada nicleo.

Apos a exposicio das células ao cadmio, suas paredes apresentaram-se
mais espessas, quando comparadas ac controle e com uma coloracdo azulada
mais intensa (Fig. 42). Observou-se ainda, uma leve coloracio avermethada do
nucleo com nucléolo, em vermelho, bastante evidente. O vaclolo n3o foi bem
visualizado e o citoplasma apresentou-se corado levemente em azui.

A coloragdo com azul de toluidina apresentada na Prancha 12 revelou
céluias controle (Fig. 43) com paredes celulares metacromaéticas, de coloragio
arroxeada, com conteGdo citoplasmatico levemente corado, vaclolo e nicleos
poucoe corados, porém com nuciéolo bastante evidente.

Com 72 horas de tratamento com o cloreto de cadmio, as células coradas
com AT apresentaram suas paredes mais metacromaticas que no material
controle. Nao foi observado contelddo citoplasmatico com forte reagéio ac AT. Os

nicleos apresentaram cromatina descondensada com nuciéolo corado, evidente e
anico por nlcleo (Fig. 44).
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Prancha 11 Células de Cifrus aurantium L. coradas com azu! de astra o
safranina.

Fig. 40: Células controle. Paredes celulares (PC) coradas em azul,
contetdo citoplasmatico corado levemente em azul.

Fig. 41: Células controle. As paredes celulares s&o coradas em azul,
com nicleo (N) descompactade corado levemente em vermelho e
nuciéolo (Nu) dnico coradoc em vermelho. Estas células estdo
localizadas na regido periférica de um grumo.

Fig. 42: Celulas tratadas com cloreto de cadmic ap6s 48 horas.
Observam-se paredes coradas em azui, espessas, com nicleo (N)
descompactado corado levemente, em vermelho e nucléolo Unico
corado fortemente em vermelho. Observa-se a presenga de
conteude citoplasmatico corado levemente em azul.

Fig. 40 - Barra = 40um e Figs. 41 e 42 - Barra = 25um.
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Células controle e dos diferentes tempos de tratamento com cloreto de
cadmio foram submetidas ao tratamento com floroglucina acidificada, mesmeo néo
havendo indicios de deposicdo de lignina quando da analise das células coradas
com safranina & azul de asira e, também, com azul de ioluidina. Néo ocorreu
reacdc posiliva das células face ao tratamentc com floroglucing, tanio para o
controle quanio para os diferentes tempos de exposicio das células ao cadmio.

A reacdo de Feulgen e o fast-green alcalino, também foram utilizados para
andlise das células de laranja. Entretanto, esses resultados nZo foram
concludentes quante 2 influéncia do tratamento com o cloreto de cadmio.

Células confrole submetidas a técnica de impregnacao pela prata (AgNOR)
podem ser observadas na Figura 45, desiacando-se paredes celulares e
nucléolos. Para as celulas expostas por 72 horas ao cloreto de cadmio, a técnica
revelou paredes celulares enegrecidas, granulos de coloragdo alaranjada no
citoplasma, ndcleos corados em amarelo e nucléclos de coloragdo escura. Nos
diferentes tempos de tratamento, em cada nlcleo foi observado apenas um Gnico
nucléoio, esférico e bem evidente (Figs. 46 e 47).

As células controle submetidas a reacio do P.A.S. {Fig. 48) revelaram a
presencga de grdos de amido corados de magenta, dispersos no citoplasma,
circundando 0 vactolo ou préximos & parede celular. Nas células tratadas (Fig.
49a) foram confirmados os resultados obtidos para o material controle, Na Figura
49b, podem ser observados os grios de amido ao microscopio de luz polarizada,
com sua caracteristica estrutura birrefringente @ em forma de cruz-de-malta Os
graos de amido apresentaram forma ovalada a esférica, com diferentes tamanhos,
tanto no material controle quanto no tratado (Figs. 48 e 49).

As células controle coradas pelo xylidine ponceau (XP) (Fig. 50), revelaram
pouco contetdo citoplasmatico corado, assim como o niicleo, sendo notado mais
nitidamente apenas o nucléolo. Nas céluias tratadas, a reacdo ao corante foi
aparentemente maior do que aguela observada nas células-conirole. O contelido
citoplasméticc assim como nicleo foram fracamente corados e, da mesma forma
que o controle, os nucléolos apresentaram-se mais evidentes (Fig.51).
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Prancha 12 Ceélulas de Cifrus aurantium L. coradas com azul de toluidina el gl
4.0.

Fig. 43: Controle. Paredes celulares { -» ) metacromaticas com
coloragaoc arroxeada, nicleo (N) descompactado com pouca reacao

ao corante e nucléolo { » ) bem evidente. Contetdo citoplasmatico
levemente corado e vaciolo (V)

Fig. 44: Células tratadas por 72 horas com cloreto de cadmio.
Paredes metacromaticas espessas, ntcleo (N) com cromatina
descondensada e nucléolo { » ) Unico corado.

Fig. 43 e 44 — Barra = 20um.
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Prancha 13 Células de Cifrus aurantium L. submetidas ao método AgNOR

Fig. 45: Células controle. As paredes celulares (PC) sédo
evidenciadas pelo métedo. Os nucléolos {  -a ) s@o evidentes,
gnicos  por nucleo, sendc que este apresenta cromatina
extremamente descompactada.

Figs 48 e 47 Células traiadas ap6s 72 horas com cloreln de
cadmio. Observam-se os ndcleos (N} corados em amarslo, com
nucleole Unico, esférico, corado em marrom ( =& 3. Ubserva-se 3
presenga de granulos (% ) alaranjados. Na figura 46 & possivel
observar uma calula em divisdo.

Fig. 45-47 — Barras = 20um.
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Prancha 14 Células de Citrus aurantium L. submetidas 3 reacio do PAS,

Fig. 48: Células controle. Reacso positiva ao corante de paredes
celulares e graos esféricos, numerosos, dispersos no citoplasma e
que correspondem aocs gréos de amido. Observa-se a presenca de
vacucio (v} sendo circundados pelos grios de amido.

Fig. 49a: Celulas tratadas com cloreto de cadmio apds 48 horas.
Reagac positiva de paredes celulares e os grios de amido { = ).

Fig 48b: Celulas tratadas com cloreto de cadmio por 48 horas e
cbservadas em luz polarizada. Observam-se os grios de amido com

sua caracteristica estrutura birrefringente e em forma de cruz-de-
mala.

Figs. 48 e 49a ~ Barras = 20um, Fig. 49b — Barra = 40um.
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Prancha 15 Celulas de Citrus auranfium L. coradas com xylidine ponceau
(XPypHZS5

Fig. 50: Celulas controle. Observa-se fraca reacdo das paredes
celulares e material citoplasmatico. Os nicleos (N) descompactados
apresentam leve coloracdc e o0s nucléolos (Nu) dnicos s8o
gvidentes.

Fig. 81: Celulas tratadas com cloreto de cadmio por 48 horas.
Reagao positiva de nicleos (N), nuciéoclos (Nu), paredes celulares e
material citoplasmatico.

Figs. 50 e 51 — Barras = 20um.
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5.2.2. Microscopia eletrdnica

A ultra-estrutura das células confrole e das células tratadas com cloreio de
cadmio pode ser observada nas Pranchas 16 e 17.

As células do material controle (Fig. 52) apresentaram, normalmente, um
grande vacuolo e & presenga de outras vesiculas de tamanho bem menor no
interior do citoplasma. As paredes celulares mostraram-se relativamente delgadas.
O nucleo fol visualizado sempre proximo & parede celular, com cromatina
descompactada. A ultra-estrutura do nicleo pode ser observada na Figura 53,
onde o nucléclo & observado em detalhe, com suas regides granular e fibrilar,
alem do envoliorio nuclear. Os gr3os de amido sdc encontrados em grands
quantidade nas células e o detalhe de um amiloplastc pode ser observado na
rigura 54, onde, também & possivel observar a presenga de poliribossomos. As
mitocondrias sd@o abundantes, cilindricas e nao muitoc alongadas. Organelas como
cloropiastos estdo ausentes e outras, como o complexo de Golgi, nac séo
observadas com facilidade nestas células (Figs. 52-54).

Com o tratamento (Fig. 55), as paredes celulares adguiriram um aspecto
mais frouxo, mas elefrondensa, sendo visualizados plasmodesmos. Os
amiloplastos, alguns do tipo amebdide, estdo presentes em abundancia, com
tamanhos variados, assim como vesiculas menores que correspondem a
vacuolos. A Figura 55 mostra, ainda, parte do ndcleo com cromatina
descondensada e cisternas do complexo de Golgi, que sao observados com maior
frequéncia nestas células. Nao foi observada a presenca de cloroplastos, assim
como de vesiculas do reticulo endoplasmatico.

Na microscopia eleirdnica de varredura, foram observadas células
esfericas com a presenga de fibrilas na superficie, tanto no material controle (Fig.
56} quanto no tratado com cloreto de cadmio (Fig. 57).
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Prancha 16 Células de Cifrus asuramtium 1. observadas em microscopia
eletrbnica de transmissio.

Figs. 82: Célula controle. Observa-se a parede celular { = %
niclec (N), vactolo (V), mitocdndrias (m) e amiloplastos ( % 3.

Fig. 53: Nlcleo de uma célula-controle. O nuciéolo { = ) Unico é
bem visivel com suas regiGes, fibrilar e granular, bem distintas.
Observa-se envoltdrio nuclear {m=), amiloplastos ( % ) e
mitocdndrias (m) préximas ao nigcleo.

Fig. 54: Amiloplasto do tipo amebdide. Observa-se a presenca de
poliribossomos (PQ).

Fig. 52 — Barra = 2,5pm; Fig. 53 — Barra = 2,5um e Fig. 54 = Tum,
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Prancha 17 Células de Citrus auranfium L, observadas em microscopia
sletrénica.

Fig. 53 Células tratadas com cloreto de cadmio por 48 horas
observadas em microscopio eleirdnico de transmissdo. Sio
observados nicieos (N} em corte tangencial, vactolos (V), parede
celular { =2 ), plasmodesmos { B ) e complexo de Golgi (CG).

Fig. 58 e 57 Celulas controle e tratadas com cloreto de cadmio
por 48 horas observadas em microscopio eletrénico de varredura,
respectivamente. As células exibem formas esféricas. Nots-se a
presenca de inmeras fibrilas na superficie das paredes celulares
fazendo conexio enire as células.

Fig. 55 — Barra = 2um; Fig. 56 ~ Barra = 15um e Fig. 57 — Barra =
10um.
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Na Tabela 5 s8o apresentadas as médias em porcentagens do ‘eor de
proteinas tolais, aglcares livres, acglcares solivels e amido na matéria seca de
células controle e dos diferentes tempos de tratamento com cloreto de cadmio.

As porcentagens observadas para proteinas totais, variaram entre 4,52 para
72 horas & 8,65 para o controle. Segundo o teste Tukey 5% as médias para os
tempos de 4, 24, 48 e 72 horas, foram iguais e inferiores, enquanto que a meédia
verificada para o controle fol estatisticamente diferente e superior as demais.

Para acucares livres, as médias variaram entre 16,67 para o controle e
22,85 para o tempo de 4 horas. As médias verificadas para os tralamentos 4, 24 &
48 horas foram iguais enire si e superiores segundo o teste de Tukey 5%.
Entretanto, as médias dos tempos de 48 e 24 foram iguais ao tempo de 72 horas
que foram classificadas como intermedianas, apesar dos tempos de 24 e 72 horas
serem iguais ao controle, que apresentou a média mais baixa.

As médias verificadas para agtcares solivels variaram enire 0,97 para 24
horas e 1,23 para 72 horas. Na comparacéo das médias pelo teste de Tukey 5%,
o tempo de 72 horas foi superior @ sua média diferente das demais. As madias do
conirole e 4 horas foram iguais entre si, apesar do tempo de 4 horas ter sido igual
as medias dos tempos de 24 e 48 horas, que foram inferiores.

As médias verificadas para amido variaram entre 27,05 para 72 horas &
35,54 para 48 horas, sendo que as mesmas foram iguais entre si de acordo com o
teste F {Tabela 05,

Ma Tabela © s&0 apresentados cos guadrados médios resulianies das
andlises de variancia para as porcentagens de proleinas totais, aclcarss livres,
aglicares soluvels @ amido na matéria seca de células néo tratadas & tratadas com
cloreto de cadmio e referentes aos valores obtidos nas dosagens e expressos na
Tabela 5.
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De acordo com o teste F (1%), existem diferencas entre as porcentagens
médias de tratamenios para proteinas totais, aglcares livies e acticares sollveis,
n&o existindo diferencas significativas entre as médias de tratamentos para amido,

Sao apresentados os coeficientes de variagdo para os diferentes
componentes quimicos avaliados, sendo gue o menor valor foi verificado para
proteinas totais (5,58) e o maior valor para amido (10,80).
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Tabela 5 - Porcentagens médias de proteinas totais, acicares livres, aclcares
solliveis e amido na matéria seca de células de Citrus aurantium L.
cultivadas em suspens@io e submetidas a diferentes tempos de
tratamento com cloreto de cadmio

Componente Médias de Tratamentos ¥
Quimico Controle 4h 24 h 48 h 72 h
Proteinas Totais 6,65a 5,00b 4,66b 4,54b 4.52b
Acucares Livres 16,67¢ 22,55a 19,93abc 21,25ab 17,26bc
Aclcares Solaveis 1,08b 1.03be 0,97¢ 0.99¢ 1,23a
Amido 34,85 30,85 30,14 35,54 27,05

1 a b e ¢, indicam médias de tratamentos diferentes entre si, superior,
intermediaria e inferior, respectivamente, nos niveis de 5% de probabiiidade
pelo teste de Tukey.

2/ As medias para este componente quimico n&o diferem entre si conforme teste F
5% (Tabela 05).
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Tabela 6 - Resumo das analises de vari@ncia realizadas com os valores das
meédias das dosagens de proteinas e aglcares de células de Citrus
aurantium L. cuitivadas em suspensao

Quadrados Médios Coeficiente de

Componente Quimico de
Variacéo (%)
Tratamentos ¥
Proteinas Totais 2,4457 - 5,58
Agucares Livres 19,1528 8,12
Actcares Sollveis 0,0036~ 6,93
Amido 37,5733 10,80

1/ ~Indica diferengas significativas no nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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6. DISCUSSAO

6.1. Consideracles sobre as culturas de células

Para o estabelecimento dos diferentes tempos de tratamento, assim como
das dosagens de cloreto de cadmio utilizadas no presente trabalho, tomamos por
base os conhecimentos acumulados na literatura e os dados obtidos com
experimentos preliminares, utilizando-se de células de amora selvagem (Rubus
fruticosus L..), submetidas ao estresse provocado por cadmio. As culturas celulares
dessa espécie apresentam um ciclo de vida rapido, com cerca de 30 dias
(CORTELAZZO et al., 1996) e, além disso, ela foi utilizada em diferentes trabalhos
visando a determinagdo das atividades enzimaticas associadas a0
desenvolvimento das paredes celulares (JOSELEAU et ai, 1992; RUEL ef al,
1995), inclusive de peroxidases (JOSELEAU ef al, 1998). Apesar destes
resultados nac serem apresentados no presente ftrabalho, isto permitiv o
estabelecimento de alteragdes decorrentes do uso do cadmio, antes de ser
iniciado o trabalho com as espécies economicamente importantes e escolhidas
para o desenvolvimento do projeto.

A dosagem escolhida foi baseada, também, nos dados obtidos na literatura
(SICKO-GOAD, 1982, FERNANDEZ-PINAS et al, 1995, SAWIDIS & REISS,
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1895}, levando em consideracdo uma dose que fosse subletal, ou seja, gue
induzisse danos & resposias, porém sem levar 3 morte das células.

As culturas de celulas em suspensfo de cana-de-acglicar foram as mais
dificels de manuseio e conduglo, pois tendem a oxidar com facilidade nas
condicbes de cullivo, alem do fato de, aparentemente, apresentarem uma
contaminacdo bacteriana gue se manteve, sem, no entanto exibir sintomas
caracteristicos. O uso de antibidticos foi a solugdc encontrada para evitar as
perdas pela infeccao bacteriana (Tabela 2). O material biologice utilizado para
obtengé@o dos dados experimentais e processamento para estudos estruturais e
ultra-estruturais foi obtido de culturas sabidamente ndo contaminadas.

As culturas de laranja foram mais faceis no manuseio e condugio. Nio se
verificou oxidagao das células e as contaminacgfes foram minimas, guase sempre
por fungos saprdéfitas.

O material obtido a partir dos calos de cana-de-aglicar para a obtencao das
culturas em suspensao, foi o de mais dificil dissociacdo. A cultura “in vitro” de
cana-de-agUcar origina calos menos friaveis. Este fato dificulta o repique das
culturas para a obtencao de suspensdes. Alguns agregados celulares continuam
sempre presentes, e, mesmo com sucessivas filtragdes, tornou-se dificil obter uma
separagdo eficienie dos mesmos. Isso ndo ocorreu com os calos de laranja, que
se mostraram mais fridveis. Porém, pequenos agregados se formaram nas
culturas emn suspensao, com didmetro menor do que 0s da cana-de-aclcar.

A formacgao de agregados celulares pode ser considerada uma tendéncia
natural para cuituras em suspens@io, devidc & continua divisio das células
presentes. Esses agregados podem conter centenas de céluias que, no final da
curva de crescimento, diminuem em nimero e conseqUentemente em tamanho
(STREET et al, 1972). Esse fato acabou auxiliando o presente estudo, tende em
vista que as células mais superficiais do agregado receberam acao mais direta do
meio de cultura, possibilitando a demarcacdo das duas regides citadas nos
resultados e denominadas arbitrariamente de regiio A e regio B.
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As suspensbes celulares de cana-de-agicar apresentaram resultados mais
contundentes quando submetidas & acio das soluces de cloreto de cadmio nos
diferentes tempos uliizados. Entretanto, uma série de alteracbes ineguivocas
foram também observadas para as suspensdes celulares de laranja,

demonstrando assim um forte efeitc desse agents estressante na morfologia das
células estudadas.

6.2. Alteragdes estruturais

Os efeitos do cadmio nas suspenstes celulares puderam ser observados
em nivel estrutural, através das andlises em microscopia de luz comum ou plano
polarizada. Estes danos foram detectados, principalmente para a cana-de-aglcar,
mesmo no tempo mais curto de exposigio das células ac cadmio. Nos periodos
mais longos de cultura na presenga do agente estressante foi possivel identificar
um conjunto maior de alteragdes nas céiulas, permitindo uma comparagao mais
detalhada denire os diferentes tratamentos & estes e as células-controie.

A utilizaglc dos corantes safranina e azul de astra (BUKATSCH, 1872,
modificado) permitiram uma analise morfoldgica geral, além de fornecer indicios
de que as células tiveram uma alteragcio no seu comportamento fisiolégico em
fungo do tratamento com o cloreto de cadmio, nos diferentes tempos. A safranina
€ um corante basico gque evidencia paredes celulares do tipo péctico-lignificadas,
que se tornam avermelhadas, assim como ¢ nicieo das células. Por outro lado, o
azul de astra cora as paredes péctico-celuldsicas, que ficam azuladas. A
combinacdc destes dois corantes permite um estudo morfolégico bastante
detalhado das células, tendo em vista principalmente, a indicacd@o rapida do
estagic de desenvolvimento das paredes celulares.

Apesar de nao ser considerada uma técnica citoguimica por n3o haver

relagdc estequiomeétrica enfre a reacdo corante-substrato, a coloragio pela
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safranina e azul de astra revelou a presencga de paredes lignificadas no material
tratado pelo cadmio, indicando assim haver uma resposta celular ac agenie
estressanie. Essa resposta se manifestou de forma mais evidente nas células que
inicialmente ocupavam a periferia dos agregados e é reforcada por outras
observagbes de materials submetidos a diferentes formas de estresse, aue
tambeém acarretam lignificagéio dos tecidos como forma de isolar a parte injuriada
do mesmo (VANCE ef al, 1980; WALTER, 1992).

A presenga de celulas com paredes lignificadas apenas para as
suspensdes celulares de cana-de-aglcar, sugerem que elas s&o mais sensiveis a
esse tipo de estresse. A partir da adigéo da solugéo de cloreto de cédmio, novas
células se desenvolveram sob essa condigao, formando a regifio (B), com
caracteristicas diferentes daquelas desenvolvidas no material controle, como
compariimentaliza¢io do vaclolo, paredes celulares mais espessas e aumento no
volume nuciear e no nimero de nucléolos.

O azul de toluidina (AT) & muito utilizado em coloragbes citoquimicas, por
se tratar de corante basico utilizavel em uma grande faixa de pH e que apresenta
metacromasia. Este fendmeno estd vinculade a forma planar das moléculas do
corante e a possibilidade de interagao entre as mesmas quando préximas umas
das outras. Em situagbes “in situ”, essa proximidade & facilitada por uma maior
disponibilidade de radicais anibnicos nas estruturas celulares coradas (VIDAL,
1677).

As substancias pécticas presenies nas paredes celulares vegetais, devido
a sua forte natureza acida, decorrente de porgdes poliméricas repetitivas de acido
galacturdnico, possibilitam a interagdc entre as moléculas de AT. Assim, a
excitagdo eletrbnica de seus grupamentos cromoféricos passa a necessitar uma
maior energia (comprimentos de onda menores), tendo como conseqliéncia visual
uma coloragdo mais arroxeada. Usando ¢ mesmo principio, quando os radicais
negativos nao se encontram disponiveis, seja pela metilacdo das substancias
pécticas, seja pela presenca de compostos fendlicos, as moléculas do corante se
posicionam distantes umas das outras e a energia de excitaggo necesséria é
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menor. Nesse caso, a conseqiéncia visual no tecido é a coloragdo do material em
tons de verde ao azul-esverdeado (SILVA et al,, 1997). Explicacgo semelhante
pode ser dada aocs resultados da coloracio de outras estruturas celulares. Os
nucleos, por exemplo, s80 corados em tons de verde quando a interacao do DNA
com proteinas & maior, acarretando uma menor disponibiiidade de grupos fosfato
livres.

Na cana-de-agucar a metacromasia foi constante, tanio para os nuclegs
quantc para as paredes das células do material controle. Porém, com poUCo
tempo de tratamento com cadmio (4 horas), foi possivel identificar alteracbes do
ponto de vista morfoldgico, principalimente em relagso a lignificacdo das paredes
celulares.

A coloragio esverdeada cobtida pelo AT nas células dispostas enire as
regides A e B, confirmaram os resultados obtidos com a safranina e azul de Astra,

Em outras situagdes o AT foi utilizado para identificar a presencga de lignina
em celulas infectadas com fungos, ja que esta & uma resposta comum de tecidos
vegetais submetidos ao atagque de patdégencs (SOUTHERTON & DEVERALL,
1990). O esiresse provocado por metais pesados, também parece induzir a
producado de lignina. WHETTEN & SEDEROFF (1995) referem-se claramente a
esta possibilidade.

Diante dessas evidéncias uma técnica citoquimica especifica para lignina
foi utilizada (SOUTHERTON & DEVERALL, 1990; BARCELO, 1997}, sendo
possivel confirmar, uma vez mais, a lignificacdo das paredes celulares como uma
das respostas ac estresse provocado pelo cadmic (Prancha 3). A formacédo de
uma espécie de gradiente de resposta, com poucas céluias com coloracéo
vermelho-intensa seguida de coloragdc mais amarelada ao redor, pode ser
considerada uma estratégia que faz com que o cadmio seja isolado de forma a
provocar a morte de um pequeno nimero de células.

A laranja nao respondeu aos fratamentos da mesma forma que a cana-de-
agucar. O emprego de SAA e AT nao revelou alteracdes significativas quanto da
exposicao das células ao cloreto de cadmio, sugerindo que a dosagem utilizada
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nac chegou a ser nem subletal, ou ainda que as mesmas disponham de
mecanismos eficientes de defesa n3c passiveis de detecgdo através ds
microscopia de luz. Desse modo, mesmo com a utifizagdo de floroglucing, nao
foram observadas diferencas entre as paredes celulares das céiulas-controle e as
iratadas com cloreto de cadmio.

As celulas de cana-de-aglicar que se multiplicaram na presenga do agente
estressante exibiram uma alteragdo bastante visivel quanto ac vacuole. Foi notada
claramente uma compartimentalizacdo do mesmo, com vesiculas maiores e
menores. Qutros autores referem-se a compartimentalizagao do vacuolo (SALT &
WAGNER, 1893} e a complexagio do cadmio por fitoquelatinas (VOGELI-LANGE
& WAGNER, 1980}, como sendo um mecanismo de detoxificac8ic de vérias
espécies vegetais. A estocagem de cadmio em vactolos também & discutida nor
CHARDONNENS ef al. (1998) e GRIES & WAGNER {1968), como sendo uma
importante estratégia de tolerancia.

Na cana-de-aglcar, dentro das condigdes na qual se desenvolveu o estudo,
a compartimentalizacdo parece ser um mecanismo de tolerancia, possivelmente
associado a produgéo de proteinas especificas envolvidas no processo de
detoxificacdo. Essas proteinas teriam uma maior facilidade de tfransportar o ion
metalico para o interior dos vactolos, devido ao aumenio da superficie de
membranas do mesmo.

As celulas de laranja apresentaram vaciolo compartimentalizado mesmo no
material controle. Apesar desse fato ter dificultade z observagdo da mesma
resposta ocorrida para as células de cana-de-agucar, no material tratado o niimero
de vesiculas foi aparentemente maior, e 0 seu tamanho menor (Pranchas 11 e
12).

O cadmio € conhecido como um potente agente capaz de induzir a
formagéo de micronlcleos em células-mae de grics de pélen em Tradescantia sp
e em células meristematicas de Allium cepa e Vicia faba (STEINKELLNER ef al,
1998). Este metai pode também modificar ou alterar o metabolismo de DNA e
RNA. “In vitro”, o cadmio causa danos no processc de reparo e induz o
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despareamento de bases, comportando-se como um forte mutagénico em plantas
superiores (DEGRAEVE, 1981). Segundo esse autor, ele ndo & um mutagénico
per se, mas incrementa a acBo mulagénica de outras substdncias nela
modificacao de processos de reparos.

Nas duas espécies estudadas, ndo foi verificada a formacdo de
microntcieos. Enfretanto, foi possivel ideniificar claramente alteracbes
morfoiégicas no nicleo, em tempos relativamente curtos (4 horas). As células de
cana-de-agucar que sofreram inicialmente os efeitos da adicdo do cloreto de
cadmio, ao meic de cultura, mostraram-se mais alteradas (Regigo A ~ Figs. 2 e 8),
com relagao aos nlcieos, que se tornam altamente compactados e picndticos,
quando se compara com os nlcleos das células-conirole {Figs. 1e 5).

Por outro lado, as células da cana-de-acglicar que cresceram na presenca
do cadmio, apresentam nucleos extremamente descompaciados, com um nimero
maior de nucléclos, revelando com isto uma intensa atividade metabdlica. Isto
pode indicar, principaimente, atividade de ftranscricBo e sintese de RNA
ribossomal, © que estd diretamente associado & atividade intensa de sintese
protéica.

Os resultados das alteragdes nucleares foram confirmados com a utilizacao
da reagao de Feulgen e da coloragao pelo fast-green em pH 8,0.

A reag@o de Feulgen & especifica para DNA, que se cora em magenta.
Essa especificidade na verdade € decorrente da eliminagio de outros substratos
coraveis através de hidrdlise acida com HCI Assim, proteinas e RNA so
solubilizades e, além disso, ocorre a desnaturacio e depurinacdo do DNA,
liberando assim o grupamento aldeidico do carbono 1 da desoxiribose, gue tem
afinidade pelo reativo de Schiff utilizado na reagdo (MELLO & VIDAL, 1978).

O fast-green & um corante 4cido que é largamente utilizado para a
coloragdo de proteinas. Quando preparado em solugdes em pH baixo, cora todas
as proteinas, uma vez que as mesmas encontram-se em valores de pH menores
do que seu ponto iscelétrico e, portanto, positivas. Em pH 8, a maioria das
proteinas j& se enconira negativada (pH maior do que seu pl). Entretanto, as
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proteinas histGnicas ainda se encontram positivadas, devido a sua grande rigueza
nos aminoacidos basicos lisina e arginina. Assim, pode-se utilizar o corante nesse
pH e identificar apenas as proteinas histénicas presentes no nicieo. Para melhor
eficiéncia da reac@ic e eliminagdo da competicio com o corante, o DNA &
removido com acido tricloroacético a quente (MELLO, 1987).

Os resultados obtidos para as suspenses celulares de cana-tge-actcar
revelaram uma resposta mais intensa aos dois métodos citados no material apos
tratamento com cloreto de cadmio, mesmo nos tempos mais curtos de incubacao.
Pode ainda ser verificado um aumento no namero de nucléolos por naciee, no
material tratado, sugerindo assim uma maior atividade de sintese de ribossomos
pelas células.

Os resultados da reagfc ao fast-green para as suspensdes celulares de
cana-de-aglicar revelaram na regidoc B, uma resposta mais intensa para o material
tratado, desde os tempos de exposicao mais curios {4 horas} até os mais longos
{72 horas), em contraste com as células-controle, com uma resposta negativa ao
método.

Uma possivel explicacdo para este fato, além da questdo da intensa
atividade nuclear, refere-se & hipStese do cadmio estar alterando o complexo
DNA-proteinas (DNP}, sendo que o mesmo pode estar interagindo com o DNA,
reduzindo sua interagdo com histonas, permitindo uma maior eficiéncia da
hidrélise pelo HCI no caso da reagio de Feulgen, ou uma maior eficiéncia na
remoc&o do DNA no caso da coloragéo pelo fast-green.

No caso da laranja nao foi possivel obter resultados satisfatérios com as
duas técnicas. Uma hipdtese que pode explicar o ocorrido se refere & fixagéo
utilizada. Fixadores a base de aldeido como o utilizado no presente trabalho,
formam pontes de metileno entre as cadeias de proteina, formando uma rede mais
rigida dessas moleéculas. isso poderia ter dificultado a extracsio das mesmas
durante a hidrdlise pelo HCI na reacso de Feulgen parz a remocac de histonas, e
na hidrolise com TCA para a remocgé&o do DNA na colorag@o pelo fast-green.
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Nesse caso, ¢ fixador recomendado seria ¢ etanol ou metanol e acido acético na
proporgéo de 3:1 (viv) (MELLO, 1997).

De todo o modo, como os tempos de hidrélise foram os mesmos, os
resultados revelaram uma diferenga significativa entre os complexos DNP dos dois
materiais utilizados. Revelaram ainda que esses complexos sofrem alteractes
decorrentes da agio do cadmio uma vez que foi utilizado o mesmo fixador para
iodos os materiais e tempos de incubagio, € houve reagdo positiva & muito
evidente para as celulas que se muitiplicaram na presenca do agente estressante.
Assim, pode-se sugerir que o cadmio interfere no arranjo da cromating, facilitando
tanto a remogao de histonas na reagio de Feulgen, quanto do DNA na reacdo do
fast-green.

A impregnacao pela prata € um método ainda néo totalmente elucidado,
mas cujo principic baseia-se na reagdo de reducéo dos fons Ag® para Ag® (prata
metalica). Normaimente, oxida radicais vic-glicéis ou outros radicais redutores
presentes em proteinas e tem sido muito utilizado na identificacdo de nucléolos e,
no presente método, para a regido organizadora nucleolar. Assim, proteinas como
nucleclina e outras, inciuindo fatores necessérios para a transcricio e
processamentc de RNA, contribuem para a precipitagio da prata no método
AgNOR (SCHWARZACHER & WACHTLER, 1993).

Na cana-de-aglcar, o niimero de nuciéolos aumentou de forma significativa
nas células que se multiplicaram na presenca do cadmio (regigo B), sendo gue na
regidao A nao foi observada reacfic da prata em nenhuma das células para
nucléolo. Na laranja nao foi constatado aumento no niimero de nuciéolos entre as
células-controle e as células tratadas.

Os resultados reforcam a hipétese de intensa atividade de sintese por parte
das celulas de cana-de-agUcar na regidc B, com niicleos também maiores e de
colorag@o amarelo-intensa e nucléolos intensamente impregnados. Um outro fato
que chama a atengdo € a reagfo positiva do material citoplasmatico & prata,
indicando presenca de proteinas que apresentam afinidade a mesma. Em laranja,
essas proteinas citoplasmaticas estiveram presentes em grande quantidade para
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o material tratado, sugerindo, também nesse caso, importantes alteracBes
provocadas pelo cadmio.

A reacao do PAS ~ acido periddico seguido de reativo de Schiff — é feita em
duas etapas: na primeira, hidroxilas de carbonos vicinais séo oxidadas pelo acido
periddico resultando em dois grupos aldeidicos no local. Em seguida, o reative de
Schiff se liga aos grupos carbonila formados (CORTELAZZO, QQQZ)QAssém, 0
método identifica o material celuldsico, hemiceluldsico & péctico das paredes
celulares e, no citoplasma, glicoproteinas e amido (MAIA, 1979).

As respostas das células tratadas com cadmio a reacdo do PAS foram mais
contundenties para as suspensdes de cana-de-agucar. Sabe-se que as paredes
celulares de monocotiledéneas apresentam uma menor guantidade de
xilogiicanos, compensada por glicanos lineares formados por ligagdes B1-3 e pi-4
e com interagdes menores com o material celulésico do que os xiloglicanos
(CARPITA & GIBEAUT, 1993). Essa diferenga na COMPpOsiCao poderia explicar
uma maior sensibilidade dessas paredes ao agente esfressante. Entretanto,
mesmo nas paredes celulares de dicotileddneas esse fendmeno & bem observado
quando do envelhecimento das culturas ou exposigo a oligossacarideos com
atividade biologica (HAYASHI ef al, 1990; RUEL ef al, 1995;) ou durante o
envelhecimento de culturas celulares de vegetais mantidas em suspensdo
(STREET et al., 1972; HAYASHI & YOSHIDA, 1988; JOSELEAU et af,, 1992).

Alteragbes encontradas nas paredes de células de ouiras espécies, como a
alga Chara vuigaris, nao resultaram diretamente da agso de metais pesados, mas
foram conseqiiéncia de disturbios em varios processos metabdlicos envolvendo
compostos quimicos das mesmas (HEUMANN, 1987). Na regido B dos agregados
celulares de cana-de-aglcar & possivel que o mesmo fato esteja ocorrendo.
Danos na parede celular foram visualizados, com muito material fibrilar
desprendendo-se da mesma, que & mais espessa em relacio ao material controle,
sugerindo uma alteragao na interagao dos componentes quimicos desta estrutura,
em decorréncia do tratamento com o cadmio. Alieracées na polimerizacao desses
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compostos podem ser sugeridas como resultado da observacio dos materiais em
microscopia eletrdnica de varredura.

Segundo GREGER & BERTELL (1992) e BISHNO! ef a, {1993}, os metais
pesados interferem no metabolisme do amido, alterando a concentracio dessa
reserva. Na laranja, o que mais chamou a atencao foi 3 oresenca constante de
amido nas celulas-controle e nas células tratadas. Com o objetive de néo gerar
dividas quanto ao componente quimico referido, procedeu-se 3 analise das
céiulas em microscopia de luz polarizada, obtendo-se as figuras birrefringentes e
caracteristicas em cruz-de-malta que identificam os griocs de amido
(CORTELAZZIO, 1992). Esses resultados foram ainda confirmados pelas
dosagens realizadas, n80 tendo sido observadas diferencas significativas nas
quantidades de amido em todos os tempos e materiais utilizados, o que leva a crer
que, pelo menocs nestas condigbes, o cadmio parece nao interferir diretamente na
reserva de amido nesta espécie, assim como para a cana-de-aclcar.

Todas as técnicas utilizadas apontaram para uma atividade nuclear
aumentada, sugerindo também uma intensa atividade de sintese protéica. Os
resultados obtidos apéds a coloragéio pelo xylidine ponceau a pH 2,5 também
indicaram esse aumento nas células do material tratado, principaimente naquelas
gue se multiplicaram na presenga do metal, que apresentaram conteldo
citoplasmatico, assim como nicleo e paredes celulares, com reaca&oc mais forte ao
corante. Esse comportamento foi mais evidente para as céluias de cana-de-acicar
do que de laranja.

Xylidine ponceau {(XP) & um corante acido portador de dois grupos sulfaio e
que, no pH utilizado, permite a identificacdo de proteinas totais por estarem
protonadas (CORTELAZZO & VIDAL, 1991).

As extragbes do material protéico com NaOH 0,1N nao indicaram
incrementos marcantes nesse polimero, pelo contrario, revelaram uma fendéncia a
diminuigdo no caso da laranja. Nas células fratadas foram extraidas mais
rapidamente as proteinas do que nas células do material controle, fato este que
nos chamou atengdo. Entretanto, os valores obtidos nao revelaram alteractes
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significativas para esse material, contrariando de certa forma os resultados da
citoguimica para proteinas.

Uma possivel explicacéio reside no falo de que a presenca do cadmio ({Cd™
poderia aumeniar a quantidade de radicais positivos disponiveis e, em funcdo da
sua possivel complexagéo com o material protéico, superestimar a guantidade de
proteinas.

Outra hipGtese possivel seria a variacdo na qualidade das proteinas, £
sabido que metais pesados induzem a sintese de fitoquelatinas (ROBINSON ef al.,
1983). Assim sendo € possivel que a presenca de proteinas, n&o necessariamente
as fitoquelatinas, poderiam apresentar mais radicais catiénicos disponiveis, o que
contribuiria para uma reaclo mais infensa ao corante. Além disso, sabe-se que
esse grupo de proteinas tem peso molecular menor, o que poderia contribuir para
o acesso das moléculas de XP.

Uma terceira hipdtese ndo descartavel seria a de que as proteinas
observadas em maior quantidade nas células tratadas, sejam menos solliveis em

hidréxido de sédio, ja que este foi o solvente utilizado no método de extracdo das
mesmas.

6.3. Analise ultra-estrutural

Para o entendimento das analises da ultra-estrutura das céiulas de cana-
de-agUcar e de laranja, cabe ressaltar, que elas diferem em muito de células das
respectivas plantas adultas. Trata-se de células nao diferenciadas, extremamente
vacuolizada, que apresentam parede celular bastante delgada e capacidade ativa
de divisdo. E possivel observar a presenga de plasmodesmos (laranja) ac longo
das paredes celulares, assim como reticulo endoplasmatico, mitocondrias,
ribossomos e nuclec. Os cloroplastos estdo ausentes, devido ao fato das mesmas

serem cultivadas na auséncia de luz. Além disso, nas suspensdes celulares nao
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hé autonomia total das células na producéo do proprio alimento, havendo sempre
a necessidade de suplementagdo de aclcares. As vesiculas do complexo de Golgi
s&0 raras no material controle e facilmente encontradas apés o tratamento com o
cadmio. Foi possivel encontrar grande quantidade de amido, principalmente na
iaranja.

Danos provocados por cadmio na ulira-estrutura de células, t&m sido
descritos em algas (SICKO-GOAD, 1882; HEUMANN, 1887), no tubo polinico de
Tradescantia (SAWIDIS & REISS, 1895), em cianobactérias (FERNANDES-PINAS
et al., 1995), e Allium cepa (WIERZBICKA, 1998). Em todos esses trabalhos, os
efeitos do cadmio foram observados em periodos curtos & em doses relativamente
baixas.

Os resultados obtidos, com o presente trabalho, demonstram que as células
de cana-de-aglcar s&o muito afetadas pelo cadmio, em curto periodo de tempo (4
horas) e em dose relativamente baixa (8uM). Na laranja as respostas foram mais
discretas, apesar de terem sido observadas alteragfes semelhantes ao material
de cana-de-agucar.

Normalmente as paredes celulares contém pectinas que s@o estabilizadas
por célcic. Sabe-se ainda que, altas concentragdes de sais podem reagir com as
mesmas, formando pectatos (JARVIS, 1982). Grandes concentractes de metais
pesados podem interferir no complexc calcio/pectina e, podem reduzir a
elasticidade da parede celular (MATSUMOTO ef al., 1977). Conseqientements, o
crescimento normal das células € inibido, o didmetro celular pode ser alterado e as
paredes fornam-se mais espessas. Ao que tudo indica (Prancha 10 — Figs. 36 e
39}, o cadmio se associou as paredes celulares, tornando a matriz péctica menos
flexivel e, com isso, salientande a formagdo de lamelas na mesma,
individualmente mais compactadas e eletron-densas, mas tornando a morfologia
da parede mais heterogénea do que no material controle, cujas caracteristicas de
parede ceiular primaria sdo evidenies.

Além disso, puderam ser confirmadas a formagao de fibrilas detectadas
pelo método do PAS, principaimente nas células mais superficiais dos agregados
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celulares, tanto para a cana-de-agucar quanto para a laranja. Esses resuliados
estdo de acordo com outros obtidos na literatura para suspensdes celulares que
receberam tratamento de oligossacarideos com atividade bioldgica como referido
anteriormente (JOSELEAU et &/, 1992; RUEL &f al,, 1995). Alteracbes na parede
celular tambeém foram descritas por HEUMANN (1987) na alga Chara vulgaris,
tratada com cadmio e chumbo.

Normalmente, concentragBes enire 1 e 100-M de metais pesados, tém
efeitos distintos nas organelas celulares (SAWIDIS & REISS, 1995).

Os efeitos do cadmio nas organelas citoplasmaticas foram mais evidentes
para ©0s vacuolos, que se tornam compartimentalizados, de forma mais
contundente em cana-de-aglcar {Pranchas 8-10), mas também evidentes para
laranja (Pranchas 16-17). A compartimentalizacio do vaclolo tem sido descrita
como importante estratégia de defesa de outras células vegetais, funcionando
como vesiculas de acumulac@o de metais pesados, a partir de seu tfransporte do
citosol apos complexagao com fitoquelatinas (GRILL ef af., 1989).

A facilidade com que foi possivel observar as vesiculas do complexo de
Golgi na cana-de-aglcar (Fig. 38) e na laranja (Fig. 55), confirna os resultados
cbtidos na microscopia de luz, que sugerem uma maior atividade de sintese nas
células que foram submetidas ao tratamento pelo cloreto de cadmio. Essa
atividade pode estar relacionada ao metabolismo pés-traducional de proteinas ou
a sintese e excregac de polissacarideos.

Sabe-se que baixas concentragdes de mercuric podem causar a dilataggo
de membranas do reticulo endoplasmatico e mitocdndrias nas algas Chara
vulgaris e Skeletonema costatum (SMITH, 1983). Atribui-se esse efeiio a danos
provocados na regulagdo osmética das células (HEUMANN, 1987). Esse fato,
também foi observado nas eletromicrografias das células de cana-de-aclicar e
laranja tratadas pelo cddmio e mostradas no presente trabalho.

C cadmic pode inibir 2 agao da ATPase de membranas e, especificamente
do complexo ATP-sintetase presente nas membranas de mitocéndrias
(HEUMANN, 1987). Com isso, pode-se esperar que haja uma compensacio
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dessa perda de eficiéncia através do aumento do nGmero efou tamanho dessas
organelas para possibilitar a producao de ATP.

Os resultados obtidos para cana-de-aglcar, gue apresentou mitocdndrias
maiores e aparentemenie mais numerosas, reforcam essa hipdtese. Além disso,
se o cadmio atinge o interior dessas organelas, pode afetar as reacfes de dxido
redugac que ocorrem na matriz, tendo em vista gue seu potencial de redugdo (Fo
= 0,40 V) ¢ ligeiramente maior do que o da Acetil-CoA (Eo = - 0,48 V), podendo
assim se reduzir a cadmio metalico e diminuir a eficiéncia do processo respiratério.
Isso reforga ainda mais a idéia do aumento de metabolismo, nao obrigatoriamente
para a sintese de novas moléculas, mas também para compensar uma menor
eficiéncia nos processos de obtencdo de energia pelas células. Essa idéia & ainda
reforgada pelos valores obtidos com as dosagens de aglicares realizadas, tendo
em vista que houve diminuicio de aglcares fivres (diferencas estatisticamente
significativas para cana-de-aclicar} e amido (sem diferencas estatisticamente
significativas, mas com uma tendéncia a diminui¢do no material fratado).

Outra caracteristica observada no presente trabalho foi a alteragéo sofrida
pela cromatina, cujo estado de compactagéo foi menor para as células tratadas.
Além disso, o nimero e reatividade dos nucléolos observados foram maiores.
Essas observagbes indicam uma maior atividade de replicagaoftranscrigio do
material nuclear, um aumento na sintese de ribossomos em nivel nucleolar e,
conseqlentemente, intensa atividade de sintese protéica.

Finalmente, deve ser considerado que os resuliados obtidos no presente
estudo se referem a alteracbes sofridas por células cultivadas em suspensao.
Sabe-se que células cultivadas in vitro podem se apresentar mais sensiveis aos
tratamentos com metais pesados do que plantas cultivadas diretamente em solos
contaminados (CHUKUMURA, 1993).

De todo o modo, os resultados apontam para profundas alteragdes
morfologicas das células cultivadas e submetidas a tfratamentos com cadmio, tanto
para Saccharum oficinarum quanto para Citrus aurantium, apesar desta tltima
apresentar resultados menos contundentes, indicando diferencas de respostas
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com relagdc & monocotiledbnea utilizada. Estudos posteriores com espécies de
mono e dicotileddneas poderio confirmar se esta € uma caracteristica desses
grupos ou apenas referentes as duas espécies utilizadas.
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7. CONCLUSGES

O cadmio, em concentragio de 8 uM, induz alteracdes morfoldgicas e
ulira-estruturais a partir de 4 horas de contato com as células em cultura. Fssas
alteragbes, decorrentes da resposta ac estresse, sdo mais evidentes ap6s 72
horas de tratamento com o cloreto de cadmio, nas células gue se encontram na
regiao periférica dos agregados formados pela suspensdo, em continuo
processo de diviso celular e proliferagdo. Na regido interna desses agregados,
as alteragOes s&c decorrentes dos danos diretos provocados pelo metal
pesado.

Na regido interna, observa-se morte celular, presenca de nucleos
picnéticos e, principalmente, lignificagio das paredes das células limitrofes a
regido de proliferaggo. Nessa regido, os nlcleos apresentam cromatina
descondensada, aumento no nimero de nucléolos, compartimentalizacao dos
vacuolos e espessamento das paredes celulares. Ocorrem ainda alteragdes de
forma, fissuras e protuberancias com aspecto fibrilar na superficie das células.

O tratamento com cadmio provoca alteragdes significativas no contetdo
de proteinas, aglcares livres e sclliveis, mas ndo na quantidade de amido

presente nas células. Essas alteragbes, em fratamentos mais longos, tendem a
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retormnar aos valorss iniciaimente obtidos indicando uma resposta das células a
situacao imposia.

Mos tempos de tratamento e nas concentracdes de cadmio utilizadas, as
respostas obtidas foram mais evidentes nas células de cana-de-aglcar do que
nas de laranja, tanto no que diz respeilo aos danos provocados nas céluias,
quanto as respostas das mesmas ac agente estressante.
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