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RESUMO

SILVA, Kellen Lagares Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2008. Avaliacbes de biomarcadores anatbmicos e
fisiolégicos em plantas expostas ao arsénio. Orientadora: Aristéa Alves
Azevedo. Co-orientadores: Luzimar Campos da Silva; Marco Antonio Oliva
Cano e Juraci Alves de Oliveira

Avaliacbes anatbmicas e fisiolégicas de plantas de Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) e Cajanus cajan
(Leguminosae) foram realizadas apos exposigdao ao arsénio. As avaliagbes
anatdmicas incluiram: a caracterizagdo em microscopia de luz e eletrénica de
varredura; a histolocalizagdo de um possivel sitio de acumulo do arsénio nas
raizes e folhas e a analise morfométrica dos tecidos foliares. Os parametros
fisiologicos avaliados foram as trocas gasosas e emissdo de fluorescéncia da
clorofila a. A influéncia do arsénio no crescimento foi analisada e o fator de
transferéncia (FT) e o fator de acumulagao (FBA) foram calculados a partir do
teor deste elemento acumulado nas folhas, caules e raizes. Os experimentos
foram conduzidos em casa de vegetagdo, na Unidade de Crescimento de
Plantas da Universidade Federal de Vigosa. As plantas foram mantidas em
solugcédo de Hoagland e o arsénio foi adicionado na forma de arseniato de sddio
(NapHAsO,4.7H0); S. terebinthifolius e B. verticillata foram submetidas a
concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0 mg L' As e C. cajan a 0; 0,5; 1,0; 1,5;
e 2,5mg L™ As. O tempo de exposicdo das plantas ao arsénio variou entre as
espécies: S. terebinthifolius, 47 dias, C. cajan, 27 dias e B. verticillata, 10 dias.
As alteracdes anatbmicas nas folhas das trés espécies foram evidentes, mas
apenas B. verticillata translocou o arsénio para parte aérea da planta, com FT e
FBA>1, mostrando que os danos observados, pelo menos nas outras duas
espécies, ocorreram em fungcao de efeitos indiretos do arsénio. A raiz, nas trés
espécies, sofreu alteracbes anatdémicas pouco expressivas, se compararmos
com a quantidade de arsénio presente neste 6rgdo, pois todas apresentaram
FBA>1, talvez pela compartimentalizacdo deste elemento no vacuolo das
células. O teste histoquimico para deteccdo de arsénio nao foi conclusivo,

necessitando de outras analises para sua interpretagao e ndo sendo localizado
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um sitio de acumulo de arsénio nas raizes e folhas das espécies estudadas.
Nao foi possivel observar um marcador estrutural especifico ao arsénio, uma
vez que as alteracdes observadas foram também descritas em resposta a
outros poluentes. Os parametros fisiologicos de C. cajan mostram a
sensibilidade desta espécie ao arsénio pois, a menor dose deste elemento,
afetou tanto as trocas gasosas, como os parametros da fluorescéncia da
clorofila a. Em S. terebinthifolius e B. verticillata, os danos causados na
fotossintese foram provavelmente em funcdo da redugdo na condutancia
estomatica, sendo a primeira mais sensivel, pois o0s parametros de
fluorescéncia da clorofila a ndo foram alterados em B. verticillata e sofreram

alteracbes caracteristicas de uma fotoinibicao reversivel em S. terebinthifolius.



ABSTRACT

SILVA, Kellen Lagares Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2008. Evaluations of anatomical and physiological biomarkers
in plants exposed to arsenic. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-advisers:
Luzimar Campos Silva, Marco Antonio Oliva Cano and Juraci Alves de Oliveira

Anatomical and physiological evaluations of the plants species Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) and Cajanus
cajan (Leguminosae) were carried out following their exposure to arsenic.
Anatomical evaluations included: light and scanning electron microscopy
characterization; histolocalization of a putative site of arsenic accumulation in
roots and leaves and morphometric analysis of leaf tissues. The physiological
parameters evaluated were gaseous exchanges and emission of chlorophyll
fluorescence. The influence of arsenic on growth was analyzed and the factor of
transfer (FT) and the accumulation factor (FBA) were estimated from the
content of the element accumulated in leaves, stems and roots. The
experiments were conducted in a greenhouse, in the Plant Growth Unity of the
Federal University of Vigosa. The plants were cultived in Hoagland solution and
arsenic was added as sodium arsenate (Na;HAsO4.7H,0); S. terebinthifolius
and B. verticillata were subjected to concentrations of 0; 2,5; 5,0; 7,5; and 10,0
mg L™ As and C. cajan 0; 0,5; 1,0; 1,5; and 2,5 mg L™ As. The exposure time to
arsenic plants varied among the species: S. terebinthifolius, 47 days, C. cajan,
27 days and B. verticillata, 10 days. The anatomical changes in leaves of the
three species were evident, but arsenic was translocated to the shoots only in
B. verticillata, with FT and FBA>1, showing that the damage, in the other two
species, were due to indirect effects of arsenic. In the roots of the three species,
anatomical changes were little expressive, when compared with the amount of
accumulated arsenic, because all especies showed an FBA> 1, perhaps due to
the compartmentalization of this element in the vacuoles. The histochemical test
for arsenic detection was not conclusive, and thus further analyzis is required
for the interpretation of the results. A a site of accumulation of arsenic could not
be detected in roots and leaves of the species studied. It was not possible to
observe a specific structural marker to arsenic toxicity, since the changes

observed were also ascribed in response to other pollutants. Physiological



parameters of C. cajan showed an arsenic sensitivity of this species, the lowest
dose of this element affected gaseous exchanges and chlorophyll fluorescence.
In S. terebinthifolius and B. verticillata, damages on photosynthesis were
probably due to the stomatal conductance reduction. S. terebinthifolius was
more sensitive because the parameters of chlorophyll fluorescence did not
change in B. verticillata and evidencing a tipical characteristic of a reversible

photoinhibition in S. terebinthifolius.
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INTRODUCAO GERAL

O arsénio (As) é um metaldide que ocorre no meio ambiente
principalmente na forma de arsenito (Aslll), arsenato (AsV), acidos arsenosos
(H3AsOs, H,AsO3 HAsO?3), acidos arsénicos (HzAsOs, HoAsO;, HAsO?y),
formas metiladas mais simplificadas como, por exemplo, monometilarsenato
(MMA), dimetilarsenato (DMA), arsenobetaina (AB) e arsenocolina (AC), de
acordo com os varios estados de oxidagao deste elemento (-lll, O, Ill, V)

(Kumaresan e Riyazuddin, 2001).

A contaminagdo por arsénio pode ser natural (solo, agua, ar e
organismos) ou antropogénica. Em condi¢des naturais, as concentragdes deste
elemento estdo em torno de 10 mg Kg™', mas variam consideravelmente em
diferentes regides do mundo. Por exemplo: nos EUA esta em torno de 1-20 mg
Kg™', em Bangladeste 9-20 mg Kg™', na india 10-196 mg Kg” e na China 0,01-
626 mg Kg' (Mandal e Suzuki, 2002). No solo, o arsénio esta presente,
principalmente, nas formas inorganicas mas também pode se ligar a materiais
organicos e originar formas metiladas de arsénio. Dentre as formas
inorganicas, o arsenato é predominante em condi¢gbes aerobicas enquanto, o
arsenito, predomina sob condi¢cbes de redugdo. Na agua do mar, as
concentragdes de arsénio podem variar entre 1 a 100 ug L™", mas a maioria dos

oceanos do mundo esta entre 1-2 ug L™ (Francesconi, 2005).

Apesar da ocorréncia natural na biosfera, diferentes atividades antrépicas
podem resultar na contaminagdo ambiental por arsénio, entre elas destacam-
se: as exploracbes de minérios; uso de defensivos agricolas, tais como,
herbicidas (arsenito de sédio) e inseticidas (arseniato de chumbo); processos
siderurgicos, como a fabricacdo de ligas metalicas de chumbo e latdo;
manufaturas de vidros (tridxido de arsénio), esmaltes e tintas (dissulfeto de
arsénio); conservante da madeira (arseniato de Cu e Cr) (Gontijo e Bittencourt,
2005).

O potencial toxico e a disponibilidade de arsénio no meio ambiente
dependem de varios fatores, incluindo, o potencial redox e o pH. Os compostos

inorganicos sao 100 vezes mais toxicos que as formas metiladas (Barra et al.,



2000). A ordem decrescente de toxicidade dos compostos de arsénio séo
arsenito > arsenato > monometilarsenato (MMA) > dimetilarsenato (DMA)
(Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Jain e Ali, 2000).

No Brasil, a mineragdo é uma das atividades econbmicas mais
importantes e os minerais sulfetados sdo dominantes na maioria dos estados
(Mello et al., 2006). O arsénio ocorre naturalmente em mais de duzentas
formas de minerais, sendo o mais comum a arsenopirita (FeAsS) (Mandal e
Suzuki, 2002). Estes minérios, oriundos de uma matriz de sulfetos, quando
expostos a agua e ao ar, podem solubilizar o arsénio associado a esta matriz.
Uma vez solubilizado, o arsénio pode atingir corpos de agua e tornar-se

passivel de incorporagao a cadeia trofica (Mello et al., 2006).

Na regido Amazobnica Brasileira, a ICOMI (Industria e Comércio de
Minérios S/A) explorou manganés no municipio Serra do Navio, no Estado do
Amapa, entre 1957 e 1997, e os rejeitos gerados, contendo arsénio, foram
depositados inadequadamente oferecendo riscos a saude humana (Santos et
al., 2003). A exploragdo de minérios como ouro, zinco, uranio e niquel € uma
atividade econdbmica importante em estados como Minas Gerais. Uma regiao
que merece destaque e atengao é o Quadrilatero Ferrifero (QF), pois em Ouro
Preto e Mariana foram encontradas concentragdes de arsénio total, variando
entre 2 a 2980 pg L' e de As™, que é a forma mais tdxica, entre 1 a 86 pg L™
(Borba et al., 2004). Em Nova Lima, foram encontradas concentragdes entre
0,4 - 350 ug L™ de arsénio em amostras de agua e em amostras de urina de
criancas, em idade escolar, foram detectadas variagdes entre 2,2-106 ug L™ de
arsénio (Matschullat et al., 2000), sendo que 20% deste grupo apresentavam

concentragdes superiores a 40 ug L.

Em diversos paises do mundo, o arsénio tem sido detectado nas analises
de agua utilizadas para o consumo humano, em niveis superiores a 0,05 mg L™
, sendo que a concentragdo maxima permitida pelos érgédos governamentais &
de 10 pug L' (WHO, 2001). Neste cenario inclui-se a Argentina, Australia,
Bangladeste, Chile, China, india, México, Peru, Tailandia e Estados Unidos da
América (EUA). Em Bangladeste, China, india e EUA foram documentados

efeitos maléficos na saude da populagao (WHO, 2001).



A agua tem sido citada, como a forma mais comum de contaminacgao por
arsénio no homem (Matschullat et al., 2000). Entretanto, dados referentes aos
problemas ocasionados a saude humana em consequéncia da exposicao a

este elemento raramente sao disponibilizados.

Dentre os efeitos causados pelo arsénio em seres humanos podem ser
citados: doengas de pele (hiperqueratose e hiperpigmentagcdo), doencas
cardiovasculares, disturbios no sistema nervoso central, problemas gastricos e
até mesmo cancer, no caso de exposi¢cdes prolongadas (Barra et al., 2000;
Woodward e Boffetta,1997). Assim, é importante que sejam utilizadas
estratégias que possam eliminar ou minimizar a exposicdo humana a este
elemento. Neste sentido, a remediacdo de ambientes contaminados se faz
necessaria e, pode ser feita através de processos fisico-quimicos ou por

biorremediacao.

A remediacao por processos fisico-quimicos pode ser feita através da
escavacgao (remogéo fisica do solo e depdsito em aterros); capeamento (solo
contaminado é coberto e isolado); estabilizagdo (solo é misturado com
estabilizantes que reduzem a mobilidade do arsénio); vitrificagdo (arsénio é
quimicamente ligado formando silicoarsenatos); extragao acida (suspensao ou
dissolugdo do arsénio em agua e o contaminante é entdo concentrado); e fluxo
de agua (fluxo de agua quimica ou organica para lavar o arsénio do solo).
Entretanto, estes processos fisico-quimicos sdo inviaveis economicamente.
Além de gerar residuos secundarios, podem afetar a saude de quem estiver

executando-os (Gonzaga et al., 2006).

A biorremediacdo € uma técnica de baixo custo, em relacdo as técnicas
fisico-quimicas (Fitz e Wenzel, 2002) e utiliza organismos capazes de
descontaminar diversos ambientes, como a agua, o ar e o solo. Neste contexto,
esta inserida a fitorremediagcdo, técnica de remediacdo de contaminantes
téxicos em agua e solos que utiliza plantas, capazes de remover ou diminuir a
disponibilidade destes elementos no ambiente (Salt et al., 1998). Desta forma,
tem aumentado o interesse e o numero de estudos visando esclarecer os
processos envolvidos na fitorremediacdo e a identificacdo de espécies

adequadas para esta finalidade (Francesconi, 2005).



Varios processos estdo envolvidos na fitorremediacdo como: a remocéao e
translocacdo do poluente na biomassa (fitoextragdo); a imobilizacdo do
poluente na rizosfera, impedindo que ele seja lixiviado, podendo ser
simplesmente uma barreira fisica ou por agdo de microorganismos
(fitoestabilizagao); a degradacao de poluentes organicos na rizosfera devido a
atividade microbiana (rizodegradacé&o); a volatilizagdo do poluente pela planta
e, tem sido mostrada mais detalhadamente, para o selénio (fitovolatilizagao); a
quebra dos poluentes por enzimas dentro da planta, também utilizada para
poluentes organicos (fitodegradacdo). E importante ressaltar que estes
processos nao sao excludentes e podem atuar simultaneamente. Assim, a
identificacdo de plantas, que sejam capazes de realizar estes processos

reveste-se de suma importancia (Smith, 2005).

As caracteristicas desejaveis as plantas com potencial para
fitorremediacdo sdo: alta capacidade de absorgdo, concentracdo e ou
metabolizagdo do poluente; tolerdncia ao contaminante; retengdo do
contaminante nas raizes, no caso da fitoestabilizacdo; sistema radicular
profundo e denso; alta taxa de crescimento e producdo de biomassa;
capacidade transpiratéria elevada; facil colheita; resisténcia a pragas e
doencas; facil multiplicagao; capacidade de desenvolver-se bem nos diversos
ambientes e ocorréncia natural em &reas poluidas (Pires et al., 2003). E muito
dificil encontrar todas estas caracteristicas numa unica planta. Portanto, é
importante identificar e conhecer plantas capazes de deter o maior numero de
caracteristicas citadas acima, no intuito de subsidiar as pesquisas em
fitorremediacéao.

No Brasil, ainda sdo poucos os estudos sobre efeitos do arsénio em
plantas. Além disso, estudos que integrem as respostas fisiologicas e
anatbmicas, em consequéncia da exposigcdo ao arsénio, juntamente com a
capacidade acumuladora deste elemento em plantas sdo escassos. Neste
estudo, foram investigadas as respostas anatdbmicas e fisiologicas além da
capacidade de acumular arsénio em plantas de Schinus terebinthifolius,

Borreria verticillata e Cajanus cajan.



2 - JUSTIFICATIVA

Em Nova Lima, MG, funcionou por 35 anos uma fabrica de trioxido de
arsénio e 20 anos apds o encerramento das atividades da industria, a
vegetacdo existente no entorno era apenas de gramineas. Em 1995 foi
realizado, pela EMATER, um projeto de recuperagao da area com o plantio de
34000 mudas de 80 espécies arboreas e arbustivas. Em levantamento floristico
realizado em 2007, p6de-se constatar que das 80 espécies introduzidas, pouco
menos de 20 espécies foram encontradas no local e, dentre estas, a espécie
predominante era Schinus terebinthifolius (Camargo, 2007 - dados nao
publicados). Foi observada, ainda, uma extensa area coberta por Borreria
verticillata (Rubiaceae), uma herbacea invasora. Estudos preliminares
constataram que o solo desta regido possuia grande quantidade de arsénio
(137-733 mg dm™ As) e que, tanto em S. terebinthifolius quanto em B.
verticillata, foi detectada a presenca deste metaldide na parte aérea (Ribas et

al., 2007 - dados nao publicados).

A escolha das espécies S. terebinthifolius e B. verticillata se justifica em
funcado de terem sido encontradas em areas contaminadas pelo arsénio e, de
Cajanus cajan, por ser sensivel a este poluente (Melo, 2006; Felipe, 2007). A
caracterizagdo anatbmica e fisiolégica das espécies observadas em area
contaminada com arsénio (S. terebinthifolius e B. verticillata) e de espécie
sensivel a este elemento (C. cajan) se reveste de extrema relevancia pois

contribui para o conhecimento das respostas de espécies tropicais ao arsénio.

3 - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar as respostas de Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae),
Borreria verticillata (Rubiaceae) e Cajanus cajan (Fabaceae) ao arsénio,
determinando o teor deste elemento acumulado pelas espécies, bem como os
possiveis efeitos sobre o crescimento, a estrutura anatémica de raizes e folhas,
as trocas gasosas e emissao de fluorescéncia da clorofila a e a identificagcédo de

um possivel biomarcador relacionado ao arsénio.
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CAPITULO |

Influéncia do arsénio no crescimento e na capacidade de acumulo deste
poluente em plantas

Resumo: Neste trabalho objetivou-se avaliar o teor de arsénio (As) acumulado
nas folhas, caules e raizes e a influéncia do elemento no crescimento de
Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) e
Cajanus cajan (Leguminosae). As plantas foram mantidas em solugdo de
Hoagland (meia forga idnica) e o arsénio foi aplicado na forma de arseniato de
sédio (NaxHAsO4.7H,0). S. terebinthifolius e B. verticillata foram submetidas a
concentracdes 0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0mg L™ e, C. cajan a 0; 0,5; 1,0; 1,5; € 2,5
mg L. S. terebinthifolius permaneceu durante 47 dias em exposicdo aos
tratamentos, C. cajan 27 dias e B. verticillata 10 dias. No final do experimento,
foi medida a area foliar total da planta e determinada a massa seca de raizes,
caules e folhas. A determinagado de arsénio (As) e fésforo (P) foi realizada em
Espectrofotbmetro de Emissdo, com Plasma Indutivamente acoplado. A
biomassa de raizes, caules e folhas de B. verticillata ndo foi afetada pelo
arsénio, mas as folhas exibiram necroses marginais sob as doses mais
elevadas, enquanto as raizes nao apresentaram sintomas de toxicidade. Esta
espécie apresentou alta capacidade de absor¢cdo do arsénio, com Fator de
Translocacgao (FT) e Fator de Bioacumulacédo (FBA) > 1. S. terebinthifolius foi
fortemente afetada pelo arsénio havendo reducdo de 78,4% na matéria seca
total e 83,6% na area foliar sob dosagem de 10 mg L™'As. Entretanto, a parte
aérea da planta ndo apresentou sintomas visiveis de toxicidade por As, como
necroses ou cloroses. Nas raizes, foi possivel observar, além da reducao na
biomassa, auséncia das raizes laterais em relagdo ao controle. Em C. cajan, a
menor dosagem ja foi suficiente para reduzir 63,7% na biomassa total. Nesta
especie, foi observada alta taxa de abscis&o foliar o que contribuiu para uma
diminuicao de 79,9% na biomassa deste 6rgédo e redugdo de 79,9% na area
foliar, na dose maxima de arsénio aplicada. Observou-se, também, um
amarelecimento das folhas. Nas raizes também ocorreu reducgao de 75,3% na
biomassa e redu¢ado acentuada no tamanho das raizes laterais. Essas raizes
apresentaram aspecto gelatinoso e mudanga na coloragdo. Foi possivel
concluir que B. verticillata apresentou-se como uma espécie resistente ao As,
com FT e FBA>1. A sensibilidade de C. cajan foi ratificada, uma vez que a
menor dose de As utilizada foi suficiente para influenciar negativamente o
crescimento da espécie, mas apresentou FBA>1 em funcao de ter acumulado
grande quantidade de arsénio em suas raizes. S. terebinthifolius, também
apresentou FBA>1 e, apesar de ter o crescimento afetado, permaneceu por um
longo periodo de exposicdo ao As, sem que suas folhas apresentassem
cloroses ou necroses.

Palavras chave: efeitos do arsénio, Schinus terebinthifolius, Borreria verticillata

e Cajanus cajan.



Summary: This study aimed to evaluate the level of arsenic (As) accumulated
in the leaves, stems and roots and the influence of the element in the growth of
Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) and
Cajanus cajan (Leguminosae). The plants were kept in Hoagland's solution (half
strength) and arsenic was applied in the form of sodium arsenate
(NazHAsO4.7H20). S. terebinthifolius and B. verticillata were subjected to the
concentrations 0, 2,5, 5,0, 7,5, and 10,0 mg L'1, and C. cajanto 0, 0,5, 1,0, 1,5,
and 2,5 mg L. S. terebinthifolius exposed for 47 days treatment, C. cajan, for
27 days and B. verticillata, for 10 days. At the end of the experiment total leaf
area of the plant was measures and dry mass of roots, stems and leaves was
determined. The arsenic (As) and phosphorus (P) were determined by Emission
Spectrophotometer with inductively coupled plasma. Biomass of roots, stems
and leaves of B. verticillata was not affected by arsenic, but the leaves showed
marginal necrosis under the higher doses, while the roots showed no symptom
of the toxicity. That species showed a high capacity of arsenic absorption, with
the translocation Factor (TF) and Factor Bioaccumulation (FBA)> 1. S.
terebinthifolius, on the other hand, was strongly affected by arsenic showing a
decrease of 78,4% in total dry mass and 83,6% in total leaf area at dosage of
10 mg L7'As. Meanwhile, the shoots did not show visible symptom of toxicity
(necrosis or chlorosis). In roots, it was possible to observe, in addition to the
reduction in its biomass, a lack of lateral roots a compared with the control. In
C. cajan, the smallest dose showed sufficient to reduce 63,7% of total biomass.
This species exhibited a high rate of leaf abscission, which contributed to the
decrease of 79,9% in its biomass and reduction of 79,9% in leaf area, at
maximum dosage of arsenic applied. It was also shown a yellowing of their
leaves. Roots was also reduced in 75,3% of its biomass and a sharp reduction
in the size of lateral roots was also observied. These roots showed a gelatinous
appearance, exhibiting also changes in color. It can be concluded that B.
verticillata presented as resistant to As, with FT and FBA> 1. The sensitivity of
C. cajan has been confirmed, since the lowest dose of As employed was able to
affect negatively the growth of the species, presented however a FBA> 1 due to
having accumulated large amounts of arsenic in their roots. S. terebinthifolius,
also presented FBA> 1 and, although it affected growth, the plant remained for
a long period of exposure to As, but their leaves did not show either chlorosis or
necrosis.

Key-words: effects of arsenic, Schinus terebinthifolius, Borreria verticillata e

Cajanus cajan.



1 - INTRODUCAO

O arsénio ndo é um elemento essencial, sendo incorporado aos
organismos como arsenato (AsV) via transportadores de fosfato (Merharg e
Macnair, 1992; Merharg e Hartley-Whitaker, 2002) ou como arsenito (Aslll) via
aquagliceroporinas (Rosen, 2002; Liu et al., 2002; Merharg e Jardine, 2003).

A principal forma de acumulagdo de arsénio nas plantas € o arsenito
(>85%; Lombi et al., 2002; Zhang et al., 2002). Uma vez dentro da célula, o
arsenato (AsV) é reduzido a arsenito (Aslll), pois a maioria das plantas parece
possuir altos niveis de atividade da arsenato redutase, a qual reduz o arsenato
a arsenito (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002; Salt et al., 2002). O arsenito é
altamente reativo e mais toxico do que o arsenato, ligando-se fortemente a
residuos de cisteina e histidina, perturbando o metabolismo e podendo levar a
morte celular (Rosen, 2002). O arsenito pode ser ainda expulso da célula ou
sequestrado para compartimentos intracelulares, como arsenito livre ou

conjugado com glutationas ou outros tiois (Hartley-Whitaker et al., 2001).

O arsenato também pode ser toxico, provavelmente devido a sua
interferéncia nos mecanismos de transporte e metabolismo do fosfato, como
por exemplo, rea¢des de fosforilacdo, atuando como um analogo nao funcional
(Meharg e Hartley-Whitaker, 2002).

Plantas de diferentes espécies tém a habilidade de sobreviver em
ambientes com altos teores de arsénio (Hartley-Whitaker et al., 2001; Ma et al.,
2001). Apesar de o arsénio ser toxico para a maioria das plantas, algumas
espécies vegetais tém a capacidade de acumular este elemento em
quantidades consideraveis, principalmente as pteridéfitas (Meharg, 2003).
Plantas hiperacumuladoras de arsénio sao aquelas capazes de concentrar, no
minimo, 0,1% do elemento em sua massa seca (Brooks,1998). Este € um
fendbmeno raro; além desta capacidade, devem ainda ser levados em
consideragao o fator de translocagdo (FT), definido como a razdo entre a
concentracdo do metal na biomassa aérea da planta em relacdo a

concentragdo na raiz (Fayiga e Ma, 2005; Huang et al., 2006); e o fator de
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bioacumulagao (FBA), definido como a razao entre a concentragdo do metal na

planta em relagcdo ao meio (Ma et al., 2001; Tu et al., 2002; Huang et al., 2006).

Uma espécie acumuladora de arsénio deve ter FBA e FT > 1 e a concentracao
total de arsénio deve ser superior a 1000 mg Kg™' na biomassa da planta. Pteris
vittata foi a primeira espécie a ser descrita como hiperacumuladora, pois tem a
capacidade de remover o arsénio do solo, podendo acumular acima de 22630
mg Kg' As (Ma et al., 2001), concentrando 2,3% deste elemento em sua
biomassa, e tem a capacidade de concentrar 100 vezes a quantidade de
arsénio do solo. Depois de P. vittata, Pityrogramma calomelanos também foi
classificada como hiperacumuladora por acumular 8350 mg Kg-' As em sua
matéria seca (Francesconi et al., 2002). Outras espécies de Pteris foram
descritas como sendo hiperacumuladoras de arsénio, dentre elas: P. cretica, P.
longifolia, P. umbrosa (Zhao et al., 2002), P. biaurita, P. quadriaurita, P.
ryukyuensis (Srivrivastava et al.,, 2006). Mas, nem toda espécie de Pteris é
acumuladora de arsénio, como P. straminea, P. tremula (Meharg, 2003), P.
ensiformis, P. semipinnata e P. setuloso-costulata (Wang et al., 2007). Dos 450
taxons de plantas documentadas como hiperacumuladoras de metais ou
metaldides, pouco menos de 0,2% sédo de angiospermas. No caso de arsénio,
todas as espécies até agora identificadas como hiperacumuladoras sao
samambaias, principalmente do género Pteris, com exce¢édo de Ptyrogramma

calomelanos, mas todas pertencem a familia Pteridaceae (Meharg, 2002).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a tolerancia ao
arsénio em plantas. O primeiro mecanismo € apresentado por plantas que
aumentam a producdo de peptideos ricos em tidis, os quais podem
desempenhar importante papel na distribuicido e processamento de nutrientes e
metais toxicos. Entre eles estdo as fitoquelatinas e outros peptideos de baixo
peso molecular, como a y-glutamilcisteina e a glutationa (Grill et al., 1989). O
segundo mecanismo, encontrado na maioria da plantas tolerantes analisadas
até o momento, esta associado com a absor¢ao reduzida de arsenato, através
da supressao dos sistemas de transporte de fésforo de alta afinidade (Meharg
et al., 1994; Hartley-Whitaker et al., 2002; Bleeker et al., 2003). O terceiro
mecanismo envolve a maior atividade da enzima arsenato redutase,

predominantemente ativa em raizes, que reduz o transporte de arsénio da raiz
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para a parte aérea (Meharg e Macnair, 1992). Plantas de Arabidopsis sp. com
reduzida expressao da arsenato redutase no sistema radicular apresentam
hiperacumulagdo de arsénio na parte aérea (Dhankher et al., 2006) e em
Holcus lanatus a tolerancia ao arsénio esta ligada ao maior nivel de expressao
desta enzima (Bleeker et al., 2006). Os mecanismos citados para explicar a
tolerancia ao As nao sido excludentes e podem coexistir, conferindo maiores

niveis de tolerancia (Dhankher et al., 2002).

O comportamento de plantas em relacdo a presenca de As na regido da
rizosfera pode diferir em fungdo de sua concentracdo, da presenca de outros
ions e de fatores intrinsecos da espécie no que se refere a sua capacidade de

tolerar o elemento (Gonzaga et al., 2006).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar as respostas ao arsénio de Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae) e Borreria verticillata (Rubiaceae), por serem
plantas ocorrentes em areas contaminadas com este metaldide e, contrastar as
respostas as de Cajanus cajan (Leguminosae), espécie comprovadamente
sensivel a este elemento. Objetivou-se, ainda, verificar a capacidade de

acumulo de arsénio e fosforo nas folhas, caules e raizes destas espécies.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal

As espécies utilizadas neste trabalho foram: Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae); Borreria  verticillata  (Rubiaceae); Cajanus cajan

(Leguminosae).

Schinus terebinthifolius € uma planta de porte arbéreo, conhecida
popularmente como aroeira-mansa ou aroeira-vermelha. Fornece madeira
bastante resistente, cercas vivas e arborizacdo para pastos, além de ser uma
das espécies mais procuradas pela avifauna. Também é conhecida como
pimenta rosa e seu fruto é utilizado na culinaria brasileira. E considerada uma
planta pioneira 0 que permite sua ocorréncia em varios habitats, ocupando
areas degradadas e, muitas vezes, até se tornando invasora em areas

agricolas (Corréa 1926 apud Carmelo-Guerrero e Paoli, 2002). Apresenta

12



folhas alternas e compostas (Souza e Lorenzi, 2008). Esta espécie encontra-se
dentre as plantas de grande uso popular como medicinal, por sua capacidade
cicatrizante e antiinflamatéria (Branco Neto et al., 2006; Melo Junior et al.,
2002).

O género Borreria ocorre em todo territério brasileiro e contém
representantes, tais como Borreria verticillata, que sdo comumente usados
como antipiréticos e analgésicos (Vieira et al., 1999). O extrato de raizes de
Borreria verticillata possui atividade antibacteriana (Peixoto Neto et al., 2002).
Estudos de efeitos de poluentes com este género tém demonstrado que
plantas de B. verticillata quando expostas ao fluor, emitido por uma fabrica de
aluminio, apresentam severas necroses e um baixo incremento deste poluente
em suas folhas, n3o ultrapassando 120 ug g™ (Divan Junior et al., 2008). Uma
outra espécie do género, Borreria scabiosoides, tem a capacidade de remover
cromo (Crlll) em solugao hidropbnica, e de acumular este poluente
preferencialmente nas paredes e no vacuolo das células do cortex radicular
(Mangabeira et al., 2006).

Cajanus cajan, conhecida popularmente como feijdo guandu, € uma
leguminosa de porte arbustivo e perene. Tem seu centro de origem na india e
consiste de uma importante fonte de proteina para animais na Africa e Asia
(Provazi et al., 2007). Apresenta folhas alternas e compostas. Uma importante
aplicagcdo desta espécie é seu uso na adubacao verde, principalmente
considerando a associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio (Souza e
Lorenzi, 2008). A sensibilidade destas plantas ao arsénio foi demonstrada por
Melo (2006) e Felipe (2007).

2.2 — Condic¢des de cultivo e parametros avaliados

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, na Unidade
de Crescimento de Plantas (UCP), Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
Minas Gerais (20°45’S, 42°15'W, 650m de altitude).

As sementes foram colocadas para germinar diretamente em bandejas
plasticas contendo areia. As plantulas foram selecionadas pela uniformidade de

tamanho e, apds expanséao da folha do primeiro nd, acima do cotilédone, foram
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transferidas para sistema hidropdnico em caixas de isopor (2,5 L), protegidas
para evitar entrada de luz externa. Foram colocadas duas plantas por caixa. As
plantas foram mantidas em solu¢do nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon,
1938), meia forga ibnica, sob aeragéo constante. O pH foi ajustado a cada dois
dias, para 5,5, e a solugdo, renovada a cada cinco dias. Apos o periodo de
aclimatacdo, emissao e expansao da folha do segundo n6 acima do cotilédone,
o arsénio foi aplicado na forma de arseniato de sodio (NaxHAsO4.7H20). S.
terebinthifolius e B. verticillata foram submetidas as concentragdes de 0; 2,5;
5,0; 7,5; e 10,0 mg L™ As e C. cajan as concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,5
mg L As.

A exposicdo ao arsénio foi feita progressivamente; cada planta
permaneceu por 24 horas, nas concentragcdes mais baixas, até atingir a

concentracdo determinada para cada tratamento.

Os experimentos foram conduzidos separadamente e o tempo de
exposicao das plantas ao arsénio variou entre as espécies em funcédo da
sensibilidade das mesmas ao arsénio, das caracteristicas de cada espécie e da
concentracdo de arsénio aplicada. S. terebinthifolius permaneceu durante 47

dias, C. cajan, 27 dias e B. verticillata, 10 dias.

Ao longo do experimento foi feita uma analise visual das plantas, com
registro fotografico. No final do experimento, foram avaliadas a area foliar do
conjunto total de folhas da planta, no medidor de area foliar (Area
Measurement System Delta-T Devices Ltd. Burwell, Cambridge, England), e a
biomassa fresca de raizes, caules e folhas. Esta, apdés secagem em estufa a
70° C até peso constante, foi utilizada para determinacdo da massa seca
destes 6rgaos. Antes de serem secas em estufa, as raizes foram lavadas em
solugao de acido nitrico 10% e posteriormente em agua destilada, para retirada

do arsénio da superficie do 6rgéo.

2.3 — Determinacao de acumulo de arsénio (As) e fésforo (P) nos tecidos

Para determinar os teores de arsénio (As) total amostras de 0,5 g de

material seco, finamente triturado em moinho (TE048, Tecnal Marconi,

14



Piracicaba-SP), de raizes, caules e folhas foram adicionadas em tubos,
contendo 10 ml de solugao nitro-perclérica 3:1, e mantidas em pré-digestao a
temperatura ambiente, por um periodo de 14 horas (Tedesco et al., 1995). Em
seguida, os tubos foram transferidos para bloco digestor, com temperatura
controlada. A temperatura foi aumentada gradativamente, para evitar a
volatilizacdo do arsénio, primeiro a 50 °C, por aproximadamente 30 min, 100 °C
por mais 30 min e, finalmente, 150 °C até completar a digestdo da matéria
organica. Nesta etapa também foram levadas ao bloco digestor amostras
‘branco”, que continham apenas solugao nitro-perclorica, para servir de
parametro durante a digestdo e também para preparo posterior da curva
padrao contendo arsénio e fosforo. Apds resfriamento, o conteudo dos tubos foi
completado para 25 ml com agua ultra pura. A partir desta solugéo, os teores
de arsénio e fosforo, foram determinados por espectrometria de emissao
atbmica em Espectrofotbmetro de Emissdo com Plasma Indutivamente
Acoplado (MODELO-3300 DV, Perkin Elmer Optima, EUA), nos extratos de

plantas.

Utilizando-se do teor de As acumulado por unidade de matéria seca, foi
calculado o fator de transferéncia (FT) que é definido como a razao entre a
concentragdo de arsénio na parte aérea da planta (caule e folhas) e a
concentragado de arsénio nas raizes (Fayiga e Ma, 2005; Huang et al., 2006) e
o fator de bioacumulagao (FBA) que é definido pela razdo entre a concentragéo
de arsénio na planta e a concentragdo de arsénio no meio de crescimento,
podendo ser o solo ou a agua (Ma et al., 2001; Tu et al., 2002; Huang et al.,
2006).

2.4 - Andlises estatisticas
O experimento foi montado num delineamento em blocos ao acaso, com

cinco tratamentos e quatro repeticoes.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
apresentados como medias e desvio padrao. Para realizagdo de todas as
analises foi utilizado o software SAEG - Sistema de Analises Estatisticas e
Genéticas da UFV (Euclydes, 1983). Para a realizagdo da ANOVA alguns

valores foram transformados em raiz quadrada e outros em fungéo logaritmica.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Acimulo de biomassa

Os efeitos do arsénio sobre os parametros de crescimento variaram
muito entre as espécies estudadas. Nas plantas de B. verticillata observou-se
uma murcha, em toda a parte aérea da planta, com o aumento da
concentragédo de arsénio na solugdo (Figura 1A). Ao longo do dia esta murcha
ficava mais acentuada, mas era recuperada no periodo da manha, do dia
seguinte. Entretanto, a biomassa de raizes, caule, folhas e consequentemente
a biomassa total, nas plantas de B. verticillata, ndo foi afetada negativamente
com a presenga do arsénio (Figura 1B). E possivel observar que, na menor

dose de arsénio aplicada, houve um aumento sutil na biomassa (Figura 1B).

Plantas de S. terebinthifolius, entretanto, foram fortemente afetadas com
a presenca do arsénio (Figura 2A). A redugao na matéria seca de raizes foi de
67,73%, em relagdo ao controle, na dose de 7,5 mg L'As (Figura 2B). Na
porcao aérea, tanto no caule, quanto nas folhas, a redugao da biomassa teve
diferenca significativa, em relagdo ao controle, a partir de 2,5 mg L'As
atingindo 84,5% para caule e 81,4% para folhas, na maxima dosagem aplicada
(Figura 2B). A biomassa total foi afetada a partir de 5 mg L™'As com redugéo de

78,39%, em relac&o ao controle, na dosagem maxima aplicada (Figura 2B).

Em contrapartida, em C. cajan, na menor dosagem ja foi possivel
visualizar a sensibilidade desta espécie ao arsénio (Figura 3A). A dosagem de
0,5 mg L'As foi suficiente para uma reducdo de 63,7% na biomassa total, e
esta tendéncia foi mantida, com o aumento da concentragcédo do arsénio (Figura
3B). Nesta espécie, foi observada abscisao foliar o que contribuiu para uma
diminuicéo de 79,88% na biomassa deste 6rgao (Figura 3B) na dosagem de
2,5 mg L de arsénio aplicada. A biomassa do caule também foi afetada em
71,15% e, consequentemente, a biomassa total sofreu uma reducdo, de

76,97%, na maior dose de As aplicada, em relagéo ao controle (Figura 3B).

A area foliar também variou bastante entre as espécies estudadas. Em
B. verticillata este parametro ndo foi afetado significativamente, com a

presenga do arsénio (Figura 4A) seguindo a mesma tendéncia do resultado
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obtido para os valores de biomassa. Em S. terebinthifolius a area foliar foi
afetada a partir da dose de 2,5 mg L™'As, chegando a uma redugéo de 83,6%
na dosagem de 10 mg L™ As, quando comparada ao controle (Figura 4B). Em
C. cajan, a dose maxima de arsénio aplicada (2,5 mg L) provocou reducéo de
79,9% na area foliar (Figura 4C).

No sistema radicular, ndo foram observadas alteragcdes macroscopicas
em B. verticillata (Figura 5A-E). Em S. terebinthifolius foi possivel observar, nas
raizes, reducdo na biomassa e na emissido de raizes laterais, diferentemente
do controle (Figura 5F-J). Em C. cajan houve redugdo no tamanho das raizes
laterais e estas foram formadas bem préximas uma das outras (Figura 5K-0O).
Foram observados, ainda, aspecto gelatinoso e mudanga na coloragao destas
raizes (Figura 5K-0O).

Apos observacdo macroscopica, as folhas de B. verticillata nao
apresentaram sintomas de toxicidade ao As, nas doses mais baixas de arsénio
aplicadas, apresentando cloroses e necroses apenas nas doses mais elevadas
de arsénio (Figura 6A-E). Os foliolos de S. terebinthifolius ndo apresentaram
sintomas visiveis de toxicidade por arsénio, tais como necroses ou cloroses
(Figura 6F-J). Em C. cajan, além de queda, pOdde-se observar amarelecimento
dos foliolos (Figura 6K-O).

3.2 - Acumulo e distribuicdo de arsénio e fosforo

As plantas responderam diferentemente quanto a absorg&o de arsénio e
fésforo. Em B. verticillata, o acumulo de arsénio, na raiz, aumentou
progressivamente, com o aumento da concentragdo do arsénio em solugao
(Figura 7A). O maximo teor de arsénio encontrado nas raizes foi de 378 mg
KgMS™, na dosagem de 10 mg L™'As. O arsénio absorvido, pelas raizes, foi
translocado para o caule e folhas, chegando a concentragdo maxima de 218 e
172 mg KgMS™, respectivamente (Figura 7A). No caule, o teor do arsénio
aumentou com o aumento da concentracdo deste elemento na solugao até a
dosagem de 7,5 mg L™ As. Nas folhas, ndo houve diferenca estatistica no teor

de arsénio, entre as dosagens de arsénio aplicadas (Figura 7A). Altos teores de
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fésforo foram mantidos em todos os 6rgaos desta espécie, com o acréscimo do
arsénio em solucao (Figura 7B).

O teor de arsénio presente nas raizes de S. terebinthifolius aumentou
com a presencga do arsénio na solugédo na concentragao de 2,5 mg L"'As e nao
variou nas outras concentragdes. Na maior dosagem de As aplicada foi
detectado 546 mg KgMS™ de arsénio nas raizes (Figura 7C). A capacidade de
translocar este arsénio absorvido, para parte aérea da planta foi pequena,
ficando quase todo o arsénio absorvido retido em suas raizes (Figura 7C). A
partir de 5 mg L"As em solugdo, pouco arsénio foi translocado para o caule e
folhas, sendo 11,65 mg KgMS'1 a concentragdo maxima encontrada nas folhas,
na maior concentragao utilizada (Figura 7C). O acumulo do fésforo, entretanto,
diminuiu com o aumento de arsénio no meio em todos os 6rgéos (Figura 7D).
Nas raizes e folhas foi observada redugao significativa na menor dose de
arsénio aplicada e esta reducao foi mantida nas demais doses. Contudo, no
caule, a redugao foi gradativa até a dosagem de 5 mg L™'As; a partir dai, esta
reducéo foi mantida para as demais doses (Figura 7D).

C. cajan absorveu pouca quantidade de arsénio, quando comparado
com as duas Ultimas espécies descritas anteriormente. A partir de 0,5 mg L™'As
houve acréscimo de arsénio nas raizes e ndo variou com o aumento da
concentracido de arsénio na solugdo. A concentragdo maxima de arsénio
encontrada nas raizes foi de 171 mg KgMS™ (Figura 7E). Vale ressaltar, ainda,
que em C. cajan pouco arsénio foi translocado para a parte aérea, pois o teor
méaximo encontrado nas folhas foi de 9 mg KgMS™. A absorgdo de fésforo
desta espécie nao foi influenciada nas raizes e no caule, pois os teores de
fésforo foram mantidos com o aumento da concentragao de arsénio na solugao
(Figura 7F). Nas folhas, entretanto, a absorcdo de fosforo diminuiu com o
aumento da concentracdo de arsénio, na concentragdo de 1,5 mg L™ (Figura
7F).

3.3 - Fator de translocacéo (FT) e fator de bioacumulacéo (FBA)
O fator de translocacéo (FT) em B. verticillata foi expressivo na primeira

dosagem de arsénio (2,5 mg L"), indicando que grande parte do arsénio

absorvido pelas raizes foi transferido para parte aérea da planta. Nas demais
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concentracbes de arsénio utilizadas houve redugdo no FT, em relacdo a
primeira concentragdo e nao variou entre as dosagens de arsénio aplicadas
(Figura 8A). Ja o FBA foi superior a 1 em todas as dosagens de arsénio as
quais as plantas desta espécie foram submetidas. E, ndao houve diferenga no
FBA entre as dosagens aplicadas (Figura 8C).

Em S. terebinthifolius, o FT foi baixo e n&o variou entre as diferentes
concentragbes de arsénio estudadas (Figura 8A), pois pouco arsénio foi
direcionado para a parte aérea da planta; porém o FBA foi maior que 1, em
todas as concentragdes, em fungdo de grande parte de o arsénio absorvido ter
ficado retido na raiz (Figura 8C). O FBA foi maior na menor concentragao de
arsénio aplicada; a partir de 5 mg L"'As houve uma diminuigdo neste indice,
que foi mantida entre as demais concentra¢des de As aplicada (Figura 8C).

Em C. cajan, o FT foi menor que 1 em todas as concentracbes de
arsénio aplicadas e nao houve variagao entre elas (Figura 8B). O FBA foi maior
que 1 em todas as concentragdes de arsénio utilizadas. Na maior dose de

arsénio houve reducéo neste indice (Figura 8D).

4 - DISCUSSAO

As plantas respondem de maneiras diferentes quando expostas ao
arsénio, podendo ser sensiveis ou tolerantes. No presente estudo, B.
verticillata, S. terebinthifolius e C. cajan apresentaram comportamentos
distintos na presencga do arsénio.

B. verticillata apresentou tolerancia ao As, uma vez que sua biomassa e
area foliar ndo foram reduzidas pela presenca deste elemento na solucédo de
cultivo. Além disso, grande parte do arsénio absorvido por estas plantas foi
translocado para a parte aérea, apresentando um FT e FBA>1. Poucas plantas
tém apresentado esta capacidade de translocar arsénio para a parte aérea. A
primeira espécie a ser descrita como hiperacumuladora de arsénio, por
apresentar FT e FBA>1 e acumular mais que 1000 mg Kg' de arsénio na
biomassa da planta, foi Pteris vittata que chegou a acumular acima de 22630

mg Kg' As em seus tecidos (Ma et al., 2001). Um numero reduzido de
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Angiospermas (0,2%) apresenta capacidade de acumular algum tipo de metal
(Meharg, 2002). Dentre elas, pode-se citar Viola principis H., que pode
hiperacumular chumbo, arsénio e cadmio. Nesta espécie, o arsénio apresenta-
se, principalmente, na bainha do feixe vascular e no parénquima pali¢adico, e
as plantas parecem apresentar mecanismo de detoxificacdo destes poluentes,
uma vez que estes elementos sdo acumulados nos tecidos que realizam
fotossintese (Lei et al., 2008). Ressalta-se, portanto, a importancia do resultado
obtido em B. verticillata no presente estudo. Entretanto, apesar das plantas de
B. verticillata apresentarem FT e FBA>1, ndo é possivel afirmar que sao
hiperacumuladoras de arsénio, pois a concentragdo de As total na sua
biomassa nao foi superior a 1000 mg Kg'. Contudo, deve-se levar em
consideracgao o fato do tempo de exposicdo destas plantas ao arsénio ter sido
pequeno.

As formas, a especiacao e a distribuicdo de arsénio nas plantas podem
fornecer importantes informagées no entendimento de mecanismos de
acumulacao, de translocacéo e da transformacdo do As (Zhang, 2002). No
presente trabalho, o arsénio foi aplicado na forma de arsenato, forma analoga
ao fosfato, que compete pelos mesmos canais de absorgao de fésforo (Meharg
e Macnair, 1992). Contudo, apesar de as plantas de B. verticillata terem
absorvido grandes concentragbes de arsénio, o status do fésforo foi mantido
em todos os 6rgaos, com aumento do As na solugdo. Em P. vittata,
hiperacumuladora de As, o transporte de arsénio também nao afetou as
concentragbes de fosforo (Kertulis et al., 2005). Entretanto, esta espécie
apresentou uma especiagcao de As diferente das outras espécies de Pteris
(Srivastava et al., 2006), pois 93% do arsénio nas frondes estavam na forma de
arsenito, indicando que o arsenato foi convertido a arsenito, durante a
translocacdo da raiz para frondes (Ma et al., 2001; Zhang, 2002; Tu, 2003).
Trabalhos tém mostrado que, quando crescidas na presenca de arsenato, as
plantas incorporam arsénio e grande parte é transformada em arsenito (forma
mais toxica), pela agado da arsenato redutase, que é predominantemente ativa
em raizes (Meharg e Macnair, 1992). Pickering et al. (2000) observaram este
mecanismo em mustarda da India (Brassica juncea). O silenciamento da
expressao de arsenato redutase na raiz de Arabidopsis sp. possibilitou que as

plantas apresentassem 10 vezes mais acumulo de As na parte aérea
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(Dhankher et al., 2006). Portanto, sera essencial um estudo de especiagao do
arsénio em B. verticillata, na tentativa de se investigar os mecanismos
envolvidos na tolerancia destas plantas a este elemento. Uma outra explicacéo
estaria na expressao de canais de absorcdo de fésforo. Como os niveis de
fésforo foram mantidos, pode ser que um canal diferenciado esteja sendo
expresso, permitindo a entrada simultdnea de arsénio e foésforo. Alteragdes no
sistema de absorcao de fésforo foram descritas em Holcus lanatus L. Nesta
espeécie, a supressado do sistema de alta afinidade de absorcéo de fosforo é
consequéncia da perda de indugao da sintese de canais de fésforo, tornando-a
uma planta tolerante por exclusdo de fosfato/arsenato (Meharg e Macnair,
1992).

Apesar da biomassa, das plantas de B. verticillata, ndo ter sido
influenciada negativamente, com a presenga do As, as plantas apresentaram
uma murcha na parte aérea. Isto pode ter acontecido pelo fato do arsénio
promover redugdo na absor¢do de agua e nutrientes pelas raizes (Carbonell-
Barrachina et al., 1997). O conteudo relativo de agua e o potencial hidrico de
folhas de Phaseolus vulgaris foram diminuidos em presenga do arsénio (Stoeva
et al., 2003/04). Mimosa caesalpinieafolia (Costa, 2007) e Canavalia ensiformis
(Nascimento, 2007) apresentaram sintomas de murcha, apos terem sido
expostas a diferentes doses de arsénio. Em B. verticillata, além da murcha,
foram observadas necroses marginais nas folhas. Necroses deste tipo tém sido
observadas em algumas plantas apds exposicdo ao arsénio (Melo, 2006;
Costa, 2007), inclusive em P. vittata, uma hiperacumuladora de arsénio (Li et
al., 2006), mas ndo foram observadas em Canavalia ensiformis (Nascimento,
2007).

A biomassa de raizes, caules e folhas de S. terebinthifolius foi afetada
pela presenca do As na solucdo. A reducdo na biomassa pela presenca de
arsénio tem sido reportada em outras espécies de plantas (Li et al., 2006;
Singh e Ma, 2006; Nascimento, 2007; Costa, 2007; Liu et al.,, 2008). Em
Triticum aestivum, além de ter ocorrido forte alteracdo na biomassa, houve
diminuicdo na absorgéo de fosforo, quando na presenca de As (Liu et al., 2008)
fato que também foi observado em S. terebinthifolius. Apesar da forte influéncia
negativa no crescimento, com o aumento da concentragao de As na solucéo, S.

terebinthifolius permaneceu em exposicdo ao arsénio durante 47 dias. A
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interferéncia negativa no crescimento, no caso de S. terebinthifolius, parece ter
ocorrido em fungado da competicdo entre o fosforo e o arsénio, pelos canais de
fésforo na raiz, uma vez que houve diminuicdo na absorcédo de fésforo, com o
aumento do arsénio em solucdo. Isto influenciou diretamente o crescimento
desta espécie, pois o0 arsénio substitui o fésforo em processos essenciais na
planta. Em Pteris ensiformis, a toxicidade ao arsénio foi manifestada com
diminuicdo na biomassa da planta e com sintomas de cloroses e necroses
(Singh e Ma, 2006). No presente estudo, S. terebinthifolius apresentou visivel
reducdo de biomassa, mas nao foram observados sintomas visuais nas folhas.

Uma resposta observada em tomates (Miteva, 2002) e também em S.
terebinthifolius (Costa, 2007) foi o fato de que quando o arsénio era ministrado
em pequenas doses, ocorria estimulo ao crescimento nas plantas. No presente
estudo, esta resposta foi observada apenas em B. verticillata.

A sensibilidade de C. cajan ao arsénio (Melo, 2006; Felipe, 2007) foi
confirmada. A dose mais baixa aplicada (0,5 mg L'As) foi suficiente para
causar danos a esta espécie e influenciar negativamente seu metabolismo.
Uma outra leguminosa (Phaseolus aureus Roxb.) também apresentou reducao
na biomassa, apds exposi¢cdo ao arsénio que foi atribuida a inducdo de
estresse oxidativo nas raizes (Singh et al., 2007). Estudos envolvendo
atividade de enzimas antioxidativas, realizados em plantas de C. cajan,
mostraram uma queda significativa na acado destas enzimas na raiz, apds
exposicao ao arsénio (Felipe, 2007). A queda destas enzimas pode estar
relacionada aos danos sofridos por esta espécie, provocados pelo estresse
oxidativo, em fungdo de injurias no sistema radicular, o que,
consequentemente, levou a reducdo na biomassa. Estes danos podem ter
influenciado a absorg¢ao de agua e nutrientes implicando na diminuigao do teor
de fosforo nas folhas. No presente trabalho, foram observadas injurias no
sistema radicular das plantas de C. cajan, tais como escurecimento, diminuigéo
na emissao de raizes laterais e aspecto gelatinoso nestas raizes. Esta mesma
resposta foi encontrada em raizes de Canavalia ensiformis (Nascimento, 2007).

Pouco arsénio foi encontrado no caule e folhas de C. cajan e os niveis
de fésforo permaneceram semelhantes ao controle, na raiz e no caule, com o
aumento do arsénio na solugdo devido, provavelmente, a manutencdo do

sistema de baixa afinidade de absor¢cdao de fosforo. Relatos da literatura
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afirmam que quando ha aumento do fésforo na raiz, com o aumento As, pode
ocorrer ativagdo do sistema de alta afinidade de absorgéo de fosforo (Meharg e
Macnair, 1992; Bleeker et al., 2003; Meharg et al., 1994). Esta tendéncia de
aumento foi observada apenas em B. verticillata sendo necessarios mais
estudos para investigar se, realmente, esta acontecendo a ativagao do sistema
de alta afinidade de absorcéo de fésforo em B. verticillata.

O arsénio afetou negativamente a area foliar de S. terebinthifolius e C.
cajan, como relatado em outros trabalhos (Miteva, 1992; Costa, 2007;
Nascimento, 2007). No caso de C. cajan, a menor area foliar foi reforcada pela
intensa abscisdo das folhas, evento que n&do foi observado em S.
terebinthifolius.

Plantas tolerantes, que acumulam o elemento em seus tecidos e
apresentam grande biomassa, podem ser utilizadas em estratégias efetivas de
fitorremediacdo (Fayiga et al., 2004). Neste sentido, sdo essenciais estudos
que retratem a capacidade de diferentes espécies vegetais absorverem o
arsénio, retendo este elemento nas raizes ou acumulando-o na parte aérea da
planta. Esta capacidade, avaliada por meio dos fatores de bioacumulagao -
FBA (MA et al., 2001; Tu et al., 2002; Huang et al., 2006) e de transferéncia -
TF (Fayiga e Ma, 2005; Huang et al., 2006), deve ser relacionada com o
acumulo de biomassa das plantas estudadas. Apesar de ter apresentado um
FT e FBA > 1 e o arsénio nao ter afetado a biomassa e area foliar, plantas de
B. verticillata apresentam pouco incremento de biomassa, por ser uma espécie
de porte herbaceo. Entretanto, poderia ser utilizada em recuperacao de areas
degradadas, possivelmente em inicio de regeneragao, pois além de translocar
arsénio para parte aérea € uma planta de facil germinacgéao, crescimento rapido
e ocorre naturalmente em ambientes contaminados por arsénio. O fato € que
sao necessarios mais estudos, modificando o tempo de exposi¢cdo ao arsénio,

para afirmar o real potencial destas plantas em processos de fitorremediacao.

S. terebinthifolius ndo demonstrou capacidade para translocagao do
arsénio, uma vez que apresentou um FT<1, e elevado FBA, indicando que esta
espécie poderia reter este elemento em suas raizes; mas, teve sua biomassa
influenciada negativamente com a exposicdo ao arsénio. Entretanto, S.

terebinthifolius € uma planta de porte arbéreo e acumula este elemento em
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suas raizes o que poderia fazer destas plantas um fitoestabilizador deste
poluente.

C. cajan apresentou um FT<1, assim como demonstrado para S.
terebinthifolius, e a concentragdo maxima de arsénio encontrada nas raizes
desta espécie foi semelhante a maxima concentracdo de As encontrada nas
folhas de B. verticillata. Contudo, C. cajan apresentou um FBA elevado,
também por ter a capacidade de reter o arsénio em suas raizes. O fato do FBA
de C. cajan ter sido o maior, dentre as trés espécies estudadas, deve-se as
baixas dosagens de arsénio, as quais estas plantas foram submetidas;
ressalta-se que a maior dose utilizada para esta espécie foi a menor dose
utiizada para as demais espécies deste trabalho. E ainda, a elevada
sensibilidade destas plantas ao arsénio poderia ser util em processos de
monitoramento ambiental, uma vez que acumulam o arsénio em suas raizes e
apresentam sintomas de toxicidade na parte aérea, tais como amarelecimento

e abscisao foliar, em doses bem baixas.

5 - CONCLUSOES

-As plantas responderam diferentemente apds exposi¢cao ao arsénio. B.
verticillata translocou arsénio para parte aérea e altos teores de fésforo foram
mantidos em todos os 6Orgdos desta espécie. S. terebinthifolius e C. cajan
apresentaram capacidade de reter arsénio nas raizes e a absorcao de fosforo

diminuiu com o aumento da concentragao de arsénio.

- A realizacdo de um estudo de especiagao do arsénio, na raiz e na parte
aérea de B. verticillata, seria interessante para investigar os mecanismos de
tolerancia destas plantas ao arsénio, uma vez que a maior parte do arsénio

absorvido foi translocado para a parte aérea.

- B. verticillata poderia ser utilizada em recuperagcdo de areas

degradadas, possivelmente em inicio de regeneragao, pois além de translocar
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arsénio para parte aérea € uma planta de facil germinacao, crescimento rapido

e ocorre naturalmente em ambientes contaminados por arsénio.

- S. terebinthifolius, apesar de ter o seu crescimento fortemente afetado,
permaneceu por um longo periodo de exposicdo ao As, sem que suas folhas
apresentassem cloroses ou necroses e apresentou capacidade de reter o

arsénio em suas raizes, podendo ser um fitoestabilizador deste poluente.

- A sensibilidade de C. cajan foi confirmada, uma vez que a menor dose
de arsénio utilizada foi suficiente para influenciar negativamente o metabolismo
desta espécie o que poderia ser utii em processos de biomonitoramento

ambiental.

- S40 necessarios mais estudos para afirmar o real potencial destas

plantas, em processos de fitorremediacao.
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Figura 1. Efeitos do arsénio sobre plantas de Borreria verticillata
cultivadas em solugéo nutritiva. A: Aspecto geral da planta 10 dias apés
cultivo. B: Variacdo na biomassa de raizes, caules, folhas e total. Os
dados sdo médias e desvio padréo (n=4).
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Figura 2. Efeitos do arsénio sobre plantas de Schinus terebinthifolius
cultivadas em solugao nutritiva. A: Aspecto geral da planta 47 dias apés
cultivo. B: Variagdo na biomassa de raizes, caules, folhas e total. Os dados
sdo médias e desvio padrao (n=4).
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Figura 3. Efeitos do arsénio sobre plantas de Cajanus cajan cultivadas em
solugdo nutritiva. A: Aspecto geral da planta 27 dias apds cultivo. B:
Variagdo na biomassa de raizes, caules, folhas e total. Os dados sao
médias e desvio padréo (n=4).
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Figura 5. Efeitos do arsénio no sistema radicular de Borreria verticillata (A-E),
Schinus terebinthifolius (F-J) e Cajanus cajan (K-O) apds cultivo em solugéo
nutritiva. A, Fe K (0 mg L"'As); Be G (2,5mgL'As);CeH (5mgL"As);Del
(7,5 mgL'As); Ee J (10 mg L"As); L (0,5 mg L"'As); M (1 mg L™"As); N (1,5 mg
L'As); O (2,5 mg L"'As). Barra=1cm
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Figura 6. Efeitos do arsénio no aspecto geral das folhas de Borreria verticillata
(A-E) e de foliolos de Schinus terebinthifolius (F-J) e Cajanus cajan (K-O) apos
cultivo em solugéo nutritiva. A, F e K (0 mg L"'As); Be G (2,5 mgL'As); Ce H
(5mgL'As); Del (7,5 mg L'As); E e J (10 mg L"As); L (0,5 mg L"As); M
(1mg L'As); N (1,5 mg L"As); O (2,5 mg L"As). Seta: necroses marginais;
asterisco: murcha. Barra=1cm
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CAPITULO I

Efeitos do arsénio na anatomia de raizes e folhas de Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) e
Cajanus cajan (Leguminosae)

Resumo: O objetivo deste trabalho foi caracterizar a anatomia de raizes e
folhas de Schinus terebinthifolius  (Anacardiaceae), Borreria verticillata
(Rubiaceae) e Cajanus cajan (Leguminosae), apds exposi¢gdo ao arsénio.
Foram verificadas alteracbes anatdbmicas, em microscopia de luz e eletrénica
de varredura; a histolocalizacado de um possivel sitio de acumulo do arsénio
nos tecidos das raizes e folhas e realizada analise morfométrica dos tecidos
foliares. As plantas foram cultivadas em solugdo de Hoagland (meia forga), € o
arsénio foi aplicado na forma de arseniato de sdédio. S. terebinthifolius e B.
verticillata foram submetidas a concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0 mg L’
'As e, C. cajan foi submetida a: 0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,5 mg L"'As. O tempo de
exposicao foi: 47 dias (S. terebinthifolius), 27 dias (C. cajan ) e 10 dias (B.
verticillata). Amostras de raizes e folhas foram fixadas em Karnovsky e
submetidas aos procedimentos usuais para microscopia de luz e eletronica de
varredura. A morfometria foliar foi feita com auxilio do programa AnatiQuanti.
Para a detecgao histoquimica do arsénio, as amostras foram fixadas em
formalina a 10%, contendo 5% de CuSO45H,0, e, apds inclusdo em parafina,
cortes (15 um) foram desparafinizados e as laminas foram montadas em
Permount. A observacdo e a documentacao fotografica foram realizadas em
microscopio fotdnico com sistema U-Photo. O arsénio alterou o formato das
células, tanto nas folhas, quanto nas raizes, das trés espécies estudadas. A
retracao do protoplasto, nas células do mesofilo, foi visivel nas trés espécies,
bem como o aumento na quantidade dos compostos fendlicos. Sob
microscopia de varredura, as folhas das trés espécies mostraram alteracdes
em resposta a exposi¢cao ao arsénio. Em B. verticillata, as células da face
abaxial da folha apresentaram-se colapsadas sob a maior dosagem de As e
foram mais afetadas que as da face adaxial. Os estdbmatos apresentaram
aspecto colapsado. Em S. terebinthifolius, a diferenciacdo celular foi
comprometida, uma vez que nao foi possivel distinguir os diferentes tipos
celulares em algumas regides da folha. Em C. cajan, os tricomas glandulares
foram afetados, apresentando formato irregular e aspecto plasmolisado. As
analises morfométricas das folhas mostraram que B. verticillata apresentou
reducéo de 44,2% na espessura da epiderme da face abaxial, refletindo em
reducido de 16,8% na espessura do foliolo, enquanto em S. terebinthifolius, a
reducédo do foliolo foi de 25,1%, sob a concentragdo de 10 mg L™'As. Em C.
cajan, a menor dose de arsénio foi suficiente para provocar redugao de 37,3%
na espessura do limbo. Nas raizes de C. cajan e de S. terebinthifolius ocorreu
diferenciagao atipica na formagao de raiz lateral. Em S. terebinthifolius, além da
alteracao no formato do primoérdio da raiz lateral, que se apresentou abaulado e
arredondado, houve retencdo da maioria destes primérdios no cortex; em C.
cajan ocorreu uma diminuigdo na distancia entre um primérdio e outro. A raiz
de B. verticillata apresentou alteragdes sutis nas células do cértex e retragao do
protoplasto nas células do periciclo. Nao foi possivel estabelecer uma relagao
direta entre as alteracbes causadas pelo poluente e a sua concentragdao nos
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orgaos, talvez devido a compartimentalizagdo do poluente, principalmente, no
vacuolo das células. O teste histoquimico para deteccdo de arsénio ndo se
mostrou conclusivo, necessitando-se de outras analises para sua interpretacgao,
nao sendo também localizado um sitio de acumulo de arsénio nas raizes e
folnas das espécies estudadas. Nao foi possivel observar um marcador
estrutural especifico para o arsénio, uma vez que as alteracbes observadas
foram também descritas para outros poluentes.

Palavras chave: histolocalizacdo de arsénio, alteragdes anatdmicas, analises
morfométricas.

Sumary: This study aimed to characterize the anatomy of roots and leaves of
Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) and
Cajanus cajan (Leguminosae) following exposure to arsenic. Anatomical
changes were observed, using a light and scanning electron microscope; the
histolocalization of a possible site of accumulation of arsenic in the tissues of
roots and leaves and morphometric analysis of leaf tissue were also examined.
Plants were grown in Hoagland's solution (half strength) and arsenic was
applied in the form of sodium arsenate (Na,HAsO,4.7H,0). S. terebinthifolius
and B. verticillata were submitted to concentrations 0, 2,5, 5,0, 7,5, and 10,0 mg
L'As, and C. cajan to: 0, 0,5, 1,0, 1,5, and 2,5 mg L' As. Exposure times were:
47 days (S. terebinthifolius), 27 days (C. cajan) and 10 days (B. verticillata).
Roots and leaves samples were fixed in Karnovsky and underwent the usual
procedures for light and scanning electron microscopy. The leaf morphometry
was performed using the program AnatiQuanti. For the histochemistry detection
of arsenic, the samples were fixed in formalin to 10%, with 5% of CuS0O4.5H,0,
and after inclusion in paraffin, cuts (15um) were dewaxed and the slides were
mounted in Permount. Observations and photographic documentations were
taken with a Photonic microscope with U-Photo system. Arsenic changed the
format of the cells, both in leaves and in its roots, of the three species.
Retraction of protoplast in the mesophyll cells was visible in the three species
occurring also an increase in the amount of phenolic compounds. Under
scanning microscopy, the leaves of three species showed changes in response
to arsenic. In B. verticillata, the cells of the abaxial surface of the leaves
presented collapsed at the largest dose of As being more affected than those of
the adaxial surface. The stomata showed aspect collapsed. In S.
terebinthifolius, cell differentiation could not be detected, since it was not
possible to distinguish the cell types in some regions of the leaves. In C. cajan,
the glandular trichomes were affected, showing irregular shape and a
plasmolised appearance. Morphometric analysis showed that the leaves B.
verticillata exibited a decrease of 44,2% in epidermis thickness in abaxial
surface, reflecting a reduction of 16,8% in the foliole thickness, whereas in S.
terebinthifolius reduction of the leaflet was 25,1%, under the concentration 10
mg L"'As. In C. cajan, the lowest dose of arsenic was enough to cause a
reduction of 37,3% in leaf thickness. In roots of C. cajan and S. terebinthifolius
an atypical lateral root differentiation occurred. In S. terebinthifolius, in addition
to the change in the form of the lateral root primordia, which appeared convex
and rounded, there was retention of most of these structures in the cortex; in C.
cajan it was observed a decrease in the distance between the primordia. Roots
of B. verticillata showed subtle changes in cells in the cortex and a retraction of
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protoplast in pericycle cells. It was not possible to establish a direct relationship
between changes caused by this arsenic and the its concentrations in the
organs, perhaps due to compartmentalization of the element, mainly in the
vacuole of the cells. The results of the histochemical test for arsenic was not
conclusive, and further analysis is required for interpretation. A site of
accumulation of arsenic in roots and leaves of the three species could not be
determined. We were not able to observe a specific marker for structural
arsenic, since similar affects were also described for other pollutants.

Key-word: histolocalization of arsenic, anatomic changes, morphometric
analysis.
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1 - INTRODUCAO

O estudo das alteragdes estruturais e ultra-estruturais provocadas por
poluentes em plantas tem sido relevantes (Soikkeli, 1981). Simon et al. (2000)
afirmaram que estudos anatémicos e ultraestruturais sdo apropriados para
avaliar o efeito de metais em plantas, em areas contaminadas, e recomendou
estes estudos como ferramenta nos processos de biorremediagéo.

Diversos trabalhos tém retratado a importancia da analise anatébmica de
folhas e raizes de plantas sob efeito de diversos poluentes, tais como fluor
(Silva et al., 2000, 2006; Fornasieiro, 2003; Sant’'anna-Santos et al., 2006),
cadmio (Vitoria et al., 2006, 2003), zinco e niquel (Sresty et al., 1999),
manganés (Blamey et al., 1986). A folha tem sido o 6rgdo da planta mais
amplamente estudado para avaliacdo do impacto causado por poluentes na
vegetacao (Fornasiero, 2003). Varios parametros foliares podem ser utilizados
para qualificar e quantificar a influéncia de substancias toxicas sobre as
plantas, tais como: ocorréncia e aspectos das lesdes foliares, percentagem de
folhas injuriadas, area foliar necrosada, crescimento, taxa de fotossintese e
respiracao, fluorescéncia da clorofila, conteudo de pigmentos, quantidade de
poluente(s) acumulado(s) no(s) tecido(s) foliar(es), alteragdes
micromorfoldgicas, estruturais e ultra-estruturais (Domingos et al., 2004; Oliva e
Figueiredo, 2005; Silva et al., 2005).

O arsénio € um poluente que, apesar de ocorrer naturalmente no
ambiente, tem sua disponibilidade aumentada por acgdes antrdpicas,
principalmente por atividades mineradoras (Gontijo e Bittencourt, 2005).
Diversos sao os maleficios retratados em seres humanos apds exposi¢cao ao
arsénio (Barra et al., 2000) e, assim, estudos que minimizem o impacto deste
elemento no ambiente tornam-se cada vez mais necessarios. A fitorremediacao
surge como uma alternativa nos processos de descontaminagdo de ambientes
(Salt et al., 1998) e exige o estudo de espécies capazes de tolerar elementos
toéxicos, uma vez que esta técnica utiliza plantas capazes de descontaminar

ambientes.
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Poucos trabalhos tém retratado as respostas anatébmicas de plantas sob
efeito do arsénio e dentre elas, podem ser citadas: as alteracbes ultra-
estruturais em cloroplastos de folhas maduras de Pteris vitata (Li et al., 2006);
alteracbes no formato das células parenquimaticas do cortex da raiz e na
diferenciacao celular dos elementos de vaso de Phaseolus aureus (Singh et al.,
2007); alteracdes nas células da epiderme, no formato das células do cortex e
efeitos no xilema e no floema, nas raizes de Pisum sativum L. (Paivoke, 1983);
e efeitos ultra-estruturais em rabanete (Simon et al., 2000).

No presente trabalho objetivou-se caracterizar anatomicamente, espécies
expostas ao arsénio; identificar um possivel marcador estrutural relacionado a
tolerancia ao arsénio; realizar analises histoquimicas com objetivo de verificar a
existéncia de um sitio preferencial de acumulo do arsénio nos tecidos das
raizes e folhas e avaliar quantitativamente os efeitos do arsénio sobre a

estrutura foliar.

O interesse em analisar anatomia de plantas das espécies que ocorrem
em ambientes naturalmente contaminados por arsénio se deu no intuito de
verificar se estas espécies apresentam alteracdes anatdmicas em decorréncia
do arsénio e, ainda, comparar a anatomia destas plantas com a de uma

especie sensivel.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal e condi¢cdes de cultivo

As espécies utilizadas neste trabalho foram: Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae) e Borreria verticillata (Rubiaceae) pelo fato de ocorrerem
naturalmente em ambientes contaminados por arsénio e Cajanus cajan
(Fabaceae) por ser descrita na literatura como uma espécie sensivel ao
arsénio.

As condigdes de cultivo foram as ja descritas no item 2.2 do capitulo 1.
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2.2 — Caracterizacdo anatdmica de raizes e folhas

Amostras de raizes e da lamina foliar foram coletadas de plantas
submetidas aos tratamentos segundo o item 2.2 (cap.1) e processadas para
analise em microscopias de luz e eletrbnica de varredura, visando a
caracterizagcdo da anatomia e micromorfologia das espécies submetidas ao

arsénio.

Em S. terebinthifolius foram analisadas as folhas entre o quarto e oitavo
nés tomando como base o foliolo mediano das folhas. Em B. verticillata as
folhas do segundo e terceiro nos foram analisadas. Em C. cajan o foliolo
mediano de folhas, situadas entre o quarto e quinto nds, foram analisadas.

Para a microscopia de luz e analises morfométricas, as amostras foram
fixadas em glutaraldeido (2,5%), paraformaldeido (4%) em tamp&o cacodilato
de sadio, pH 7,2, acrescido de cloreto de calcio 5 mM (Karnovsky, 1965) e, em
seguida, incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg,
Alemanha). Cortes transversais (3 um de espessura) foram obtidos em
micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA), corados em azul de Toluidina/pH=4,0

(O’Brian e McCully, 1981) e montados em Permount.

Para as analises micromorfométricas foram medidas as espessuras da
epiderme, nas faces adaxial e abaxial das folhas, dos parénquimas paligadico e
lacunoso. A espessura do mesofilo foi obtida pelo somatério da espessura dos
parénquimas palicadico e lacunoso e a espessura do limbo foi resultado do
somatério de todos os tecidos. As medi¢cdes foram realizadas com o auxilio do
software de andlise de imagens AnatiQuanti (Aguiar et al., 2007). Foram
selecionadas trés laminas de cada repeticdo e em cada lamina foram
selecionados aleatoriamente trés cortes. Em cada corte foram realizadas 12
medicdes, sendo trés na epiderme da face adaxial da folha, trés na epiderme
abaxial, trés no parénquima palicadico e trés no parénquima lacunoso. Foram
avaliadas as 4 repeti¢des, 5 tratamentos e 3 espécies. Os dados obtidos foram

submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
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pelo Teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Para realizagéo de todas as

analises estatisticas foi utilizado o software SAEG (Euclydes, 1983).

Para a deteccdo histoquimica do arsénio, amostras foliares e da raiz
foram fixadas em formalina 10%, contendo 5% de CuSO45H,O conforme
procedimento de Pearse (1972 modificado), por 5 dias e, em seguida, lavadas,
durante 24 horas, em agua destilada e submetidas a desidratagdo em série
etilica. Apods inclusdo em parafina, cortes transversais (15 um) foram obtidos
em microtomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA) e, apds desparafinizagdo, as laminas foram
montadas em Permount. Neste teste histoquimico o resultado positivo é de cor

verde.

A observagdo e a documentagdo fotografica foram realizadas em
microscopio de luz (modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Téquio,

Japao) com sistema U-Photo.

Para os estudos de micromorfologia foliar, em microscopia eletrénica de
varredura, as amostras, apos fixagdo em Karnovsky (1965) e desidratagcdo em
série etilica (Parsons, 1970), foram secas ao ponto critico em CO; liquido em
equipamento apropriado (modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein).
As amostras foram afixadas em stubs, com fita dupla face, e submetidas a
cobertura com ouro em metalizador (modelo FDUO10, Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein). O material vegetal foi analisado e documentado em microscopio
eletrébnico de varredura, com camera digital acoplada (modelo LEO 1430UP,
Zeiss, Cambridge, Inglaterra) localizado no Nucleo de Microscopia e

Microanalise da UFV.
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3 - RESULTADOS

3.1 - Caracterizacao anatomica

3.1.1 - Borreria verticillata

A folha de B. verticillata € anfiestomatica (Figura 1B) e apresenta
epiderme unisseriada, com parede periclinal externa convexa e espessa
(Figura 1A). O mesofilo & dorsiventral com duas camadas de parénquima
palicadico e duas a trés de parénquima lacunoso com células lobadas (Figura
1A). Idioblastos contendo rafides e conteudo que se cora em roxo com azul de
toluidina, provavelmente mucilagem, localizam-se no palicadico e apresentam
maior tamanho que as demais células deste tecido (Figura 1A, C e F). Na
regiao mediana do mesofilo, entre os parénquimas paligadico e o lacunoso,
pode-se observar células alongadas, aparentemente um parénquima paravenal
(Figura 1A). Os feixes vasculares s&o colaterais e na nervura mediana, o feixe
€ bem desenvolvido com bainha evidente, apresentando células que se coram
de azul esverdeado com azul de toluidina (Figura 1H).

As alteragcbes observadas nas folhas de B. verticillata, quando
submetidas ao arsénio, foram: retragdo do protoplasto (Figura 1F), que provoca
aglomeragao dos cloroplastos; alteragdo na forma das células do parénquima
palicadico e do lacunoso que torna menos evidente a distincdo entre os
tecidos, aparentando desorganizagdao do mesofilo (Figura 1C-F); idioblastos
aparentemente mais aglomerados (Figura 1C); colapso na epiderme da face
abaxial da folha, na dosagem mais elevada de As (Figura 1E); acumulo de
conteudos, com uma coloracdo azul-esverdeada, nas células da bainha do
feixe vascular, na nervura mediana, nas dosagens mais elevadas de arsénio
(Figura 1H); reducéo de 44.2% na espessura da epiderme da face abaxial da
folha, na concentracdo de 10 mg L"'As em relacdo ao controle (Tabela 1 e
Figura 1E). Esta redugdo acabou refletindo na espessura do foliolo como um
todo, com redugao em 16,8%, quando comparado ao controle (Tabela 1).

Em ambas as faces da folha, ao microscopio eletrénico de varredura,
verificam-se tricomas tectores (Figura 2A e C), com parede ornamentada

(Figura 2C), que nas plantas expostas ao As, aparecem colapsados com
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formato completamente alterado pela perda da turgescéncia (Figura 2B, D e H).
As células epidérmicas propriamente ditas apresentam-se colapsadas
formando sulcos e alterando o relevo da epiderme como um todo (Figura 2B).
As células da epiderme da face abaxial das folhas (Figura 2H) foram mais
afetadas que as da face adaxial (Figura 2G), apresentando formato irregular e
alteragdes no contorno da parede anticlinal, nas doses mais elevadas de As
(Figura 2H). Os estdbmatos também apresentaram aspecto colapsado nos
tratamentos com As (Figura 2F e H).

A raiz de B. verticillata apresenta anatomia tipica de dicotiledéneas com
a epiderme, o cortex e o cilindro vascular bem definidos (Figura 3A). A
endoderme e o periciclo estdo visiveis e cilindro vascular apresenta
organizagdo diarca, com dois polos de protoxilema (Figura 3A).
Macroscopicamente as raizes, apds exposicdo ao arsénio, ndo mostraram
alteragdes (Figura 5A-E/cap.1). As alteragcdes anatébmicas foram sutis na forma
das células epidérmicas e do parénquima cortical (Figura 3B). Ocorreu, ainda,
aumento no numero de células apresentando conteudo intensamente corado
com o azul de toluidina, tanto na regido do coértex, quanto no periciclo,
provavelmente compostos fendlicos (Figura 3B). Foi observada a retragdo do

protoplasto nas ceélulas do periciclo (Figura 3B).

3.1.2 - Schinus terebinthifolius

A folha S. terebinthifolius apresenta epiderme unisseriada com parede
periclinal externa espessa (Figura 4A). Os estdmatos estdo presentes, em sua
grande maioria, na epiderme da face abaxial da folha (Figura 4F). Porém,
proximo a nervura mediana ocorrem também na face adaxial (Figura 4F),
sendo, portanto, anfi-hipoestomatica. O mesofilo é dorsiventral com trés
camadas de parénquima paligadico e duas a cinco camadas de parénquima
lacunoso (Figura 4A). Idioblastos contendo drusas podem ser observados no
mesofilo (Figura 4A). A nervura mediana apresenta de dois a quatro feixes
vasculares colaterais e canais secretores, bem desenvolvidos, associados ao

floema (Figura 4F).
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Apesar de nao terem sido observadas necroses ou cloroses, na folha
desta espécie, apos exposicao ao As, foram observadas alteragdes drasticas
na anatomia deste 6rgéo. Foi possivel observar retragéo do protoplasto (Figura
4C), alteragdo no formato das células do mesofilo (Figura 4E) e alteragao nos
cloroplastos, que passaram a ser mais arredondados (Figura 4D). Foi possivel
observar, ainda, alteragdes no formato das células dos canais secretores, que
apresentaram aspecto definido no controle (Figura 4G) e aspecto distorcido, e
com retracao de protoplastos, nas células das plantas que foram submetidas
ao As (Figura 4H). Verificou-se maior quantidade de células com conteudos
mais intensamente corados pelo azul de toluidina no mesofilo (Figura 4D e E) e
no entorno do canal (Figura 4H), provavelmente devido a um aumento de
compostos fendlicos. A analise morfométrica mostrou que todos os tecidos, das
plantas expostas ao As, apresentaram menor espessura que o do tratamento
controle, com excecado do parénquima lacunoso (Tabela 2 e Figura 4B-E). A
dose mais baixa de As aplicada foi suficiente para reduzir em 20,3% a
espessura do foliolo, que se manteve nas demais concentragoes de As.

A folha de S. terebinthifolius apresenta uma cuticula com ornamentagao
estriada e presenga de estdmatos (Figura 5B), além da presencga de tricomas
tectores e glandulares (Figura 5A). Apos exposicéo ao As, as plantas sofreram
fortes alteracdes (Figura 5C-H) em comparagéo ao controle (Figura 5A e B). As
células da epiderme ficaram com aspecto retorcido e com sulcos entre elas
(Figura 5C, D, F e H). A arquitetura dos estdmatos ficou comprometida, com as
células guardas colapsadas, com ruptura das cristas estomaticas e aspecto
retorcido das células subsidiarias (Figura 5D e F). Os tricomas também foram
afetados (Figura 5C e E). Proximo a nervura foi observado uma extensa area
com células plasmolisadas (Figura 5G e H), na qual nao foi possivel distinguir
os limites das paredes celulares.

A raiz possui uma organizagao tipica de dicotiledbnea com uma
epiderme, endoderme, delimitando internamente o cértex parenquimatico, e o
cilindro vascular com organizacao tetrarca (Figura 6A) e periciclo nitido (Figura
6C). Também ¢é possivel observar os canais secretores associados ao floema
(Figura 6A, C,E e F).

Apos exposicao ao As foi possivel observar alteragdes visiveis nas

raizes, pois houve uma menor emissao de raizes laterais e as raizes laterais se
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desenvolveram pouco (Figura 5G-J/cap1). Anatomicamente, além de ter
ocorrido deformacado na formagao do primordio da raiz lateral, com formato
abaulado e arredondado (Figura 6D), os primérdios foram formados bem
proximos uns dos outros e ficaram retidos no coértex (Figura 12D), quando
comparados ao desenvolvimento tipico do controle (Figura 6B, 12B). Foi
possivel observar, ainda, que a endoderme apresentou conteudo que se cora
com o azul de toluidina (Figura 6C, E e F). A diferenciacdo dos elementos de
vaso do xilema parece ter sido também alterada, pois a parede apresenta-se
fina, com menor lignificacdo, em fungcdo de um padrao de lignificagao atipico
destas células (Figura 6F). Ocorreu também aumento no numero de células
fortemente coradas pela toluidina, principalmente no cilindro vascular (Figura
6E e F).

3.1.3 - Cajanus cajan

A folha de C. cajan apresenta uma epiderme unisseriada, com tricomas
tectores e glandulares e com estdmatos presentes, em ambas as faces sendo,
portanto, uma folha anfiestomatica (Figura 7A). O mesofilo é dorsiventral, com
duas camadas de parénquima palicadico e duas a quatro camadas de
parénquima lacunoso. O feixe vascular é colateral com uma bainha cristalifera
bem desenvolvida e extensdo de bainha (Figura 7A). A nervura mediana
apresenta um feixe colateral bem desenvolvido e ilhota de colénquima, voltada
para a face adaxial e abaxial da folha (Figura 7F).

Os tricomas glandulares apresentaram células com aspecto
plasmolisado nas plantas expostas ao As (Figura 7C, D e E), bem diferente do
aspecto do controle (Figura 7A). A retracdo do protoplasto também foi evidente
nas células das folhas, nesta espécie (Figura 7E-detalhe). A organizagao do
mesofilo foi alterada, pois o formato das células foi modificado (Figura 7B-E) e
ocorreu um aumento na quantidade dos compostos fendlicos, principalmente
nas ceélulas da regido mediana do mesofilo (Figura 7B-E). Além disso, foi
possivel observar redugdo na espessura dos tecidos de uma maneira geral,
resultando na reducao da espessura do mesofilo (Figura 7B-E e Tabela 3). A

concentragdo de 0,5 mg L™ As ja foi suficiente para reduzir a espessura de
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todos os tecidos, sendo que, a espessura do foliolo reduziu 37,26% em relagao
ao controle (Tabela 3 e Figura 7B-E).

Em microscopia eletrbnica de varredura, nas plantas controle, foi
possivel observar os tricomas glandulares, com formato globoso (Figura 8C), e
os tricomas tectores (Figura 8E). Apds exposi¢cao ao As, observaram-se células
com formato retorcido e plasmolisado (Figura 8D e F) e estdbmatos também
alterados. No controle as células guardas e subsidiarias apresentam-se
turgidas (Figura 8A) e, nos demais tratamentos os estdmatos apresentam
alteragdes, com plasmolise nas células guarda e, principalmente, nas células
subsidiarias (Figura 8B).

A raiz apresenta anatomia tipica de dicotiledbnea apresentanto uma
epiderme, exoderme e endoderme delimitando o cértex e o estelo com
organizagao tetrarca (Figura 9C). Apds exposigao ao As foi possivel verificar
alteragdes visiveis na morfologia externa das raizes como redugao no tamanho
e no espagamento das raizes laterais, aspecto gelatinoso e mudanga na
coloracdo destas raizes (Figura 5L-O/cap1). Anatomicamente, foi possivel
observar primordios de raizes laterais bem proximos (Figura 9D). Foram
observadas, ainda, alteragdes na regido do cértex, com retracdo do protoplasto
de algumas células e desorganizagdo de uma maneira geral (Figura 9B, C e E),

no cilindro vascular (Figura 9F) e no cortex (Figura 9B).

3.2 - Histoquimica

3.2.1 - Borreria verticillata

Em B. verticillata, as células da epiderme das folhas, que foram
submetidas a diferentes concentragdes de arsénio, apresentaram coloracao
esverdeada, apos terem sido submetidas ao teste histoquimico para deteccéao
de arsénio (Figuras 10B, C e D). A reacgao foi observada tanto na parede das
células, quanto no protoplasto, sendo mais evidente na epiderme da face
adaxial da folha. No mesofilo também foi observada esta coloragado, tanto no
parénquima palicadico, quanto no lacunoso, sem apresentar um sitio
preferencial (Figura 10B, C e D). Esta coloragcao nao foi observada nas células

do tratamento controle (Figura 10A). Conteudos que se coraram de amarelo
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claro foram observados no parénquima palicadico e nas células situadas na
regiao mediana do mesofilo do controle (Figura 10A); nas plantas submetidas
ao arsénio, estas mesmas regides apresentam uma tonalidade mais forte de
amarelo-acastanhado a marrom (Figura 10B, C e D).

Nas raizes de B. verticillata, submetidas ao As, foi possivel observar
uma coloragédo esverdeada nas células do cortex, tanto no citoplasma quanto
na parede (Figuras 10F-H). Esta coloragdo nao foi observada nas células do
cértex das plantas do tratamento controle (Figura 10E). Entretanto foi possivel
verificar células do coértex e do cilindro vascular com coloragdo amarelo-
acastanhado, tanto no controle quanto nas raizes submetidas ao arsénio
(Figura 10 E-H). Sendo que, em todos os tratamentos, esta reagédo foi de

amarelo-acastanhada a marrom.

3.2.2 - Schinus terebinthifolius

Em S. terebinthifolius, uma coloracdo esverdeada foi observada nas
células da epiderme e em toda a regido do mesofilo das folhas de todos os
tratamentos, tanto no controle, quanto nas folhas que foram submetidas a
diferentes concentragdes de arsénio (Figuras 11A-F). Esta coloragao foi mais
forte na epiderme, em ambas as faces da folha (Figura 11B). Conteudos que se
coraram de amarelo claro foram observados no mesofilo, principalmente, no
parénquima palicadico (Figura 11A-F). A coloragdo se tornou mais forte,
passando de amarela até marrom, a medida que a concentracdo de arsénio na
solugcdo aumentava (Figura 11C, D e F). Na nervura mediana, estas colorag¢des
foram evidentes em torno do canal secretor (Figura 11F)

Nas raizes, foi possivel observar uma coloragdo esverdeada nas células
do coértex das plantas tratadas com arsénio (Figuras 12E e F), ndo observada
nas células do cortex das plantas do tratamento controle (Figura 12A).
Entretanto, a coloragdo que predominou na epiderme, nas células do cértex e
no cilindro vascular foi de amarelo-acastanhada a marrom, tanto no controle,
quanto nos tratamentos com arsénio (Figura 12A, E e F). Em secgéo
longitudinal foi possivel observar uma coloragdo mais intensa, nas raizes

laterais das plantas que foram expostas ao arsénio (Figura 12D), em relag&o as
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plantas do tratamento controle (Figura 12B). Notou-se também, que em
presenca de arsénio ocorreu maior numero de primérdios de raizes laterais,
proximos uns aos outros (Figura 12C e D), em relagdo ao controle (Figura
12B).

3.2.3 - Cajanus cajan

Em C. cajan, uma coloragao esverdeada foi observada nos tricomas
glandulares, presentes na epiderme, tanto na face adaxial, quanto na face
abaxial em todos os tratamentos, incluindo controle (Figuras 13A, B, C e D).
Conteudos que se coraram de marrom foram observados no mesofilo,
principalmente, no parénquima palicadico (Figura 13A, B e D) e nas células na
regido mediana do mesofilo (Figura 13C).

Nas raizes, a coloracdo que predominou na epiderme, nas células do
cortex e no cilindro vascular foi de amarelo-acastanhada a marrom, tanto no
controle, quanto nas raizes que foram submetidas ao tratamento com arsénio
(Figura 13E e F), ndo se observando a coloragcdo esverdeada tipica para

arsénio.
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4 - DISCUSSAO

Alteracbes anatbmicas, principalmente nas folhas, das trés espécies
estudadas, foram observadas apds exposi¢cao ao arsénio, mesmo quando nao
foram observadas alteragdes macroscopicas. Estes resultados reforcam a
importancia dos estudos anatébmicos, para o diagndstico precoce da injuria e
para o entendimento dos mecanismos de fitotoxidade (Soikkeli, 1981).

As alteracdes observadas na organizagao do mesofilo e na forma das
células, nas folhas das trés espécies estudadas, ndo estdo diretamente
relacionadas ao aumento da concentragdo deste elemento no 6rgado, ao
contrario do observado em resposta a outros poluentes (Sant'Anna-Santos,
2008; Silva et al., 2005). E importante ressaltar que apenas plantas de B.
verticillata translocaram grande quantidade de arsénio para a folha; em S.
terebinthifolius e C. cajan o arsénio ficou, em sua maior parte, nas raizes.
Portanto, o efeito do arsénio nas folhas, pelo menos nestas duas espécies, foi
indireto. As trés espécies apresentaram altas concentragdes de arsénio nas
raizes mas, na maioria das vezes, as alteracdes ocorridas neste orgdo foram
sutis. Assim, o acumulo de arsénio neste 6Orgdo, n&o determinou o
aparecimento de alteracbes relevantes e nao foi possivel estabelecer uma
relagdo direta entre as alteragbes causadas por este poluente, com sua
concentragdo nos 6rgaos. Provavelmente o arsénio seja compartimentalizado,
principalmente no vacuolo das células da raiz, complexado como arsenito livre
ou como conjugado com glutationas ou outros tidis (Hartley-Whitaker et al.,
2001).

Os cloroplastos em B. verticillata e C. cajan ficaram mais aglomerados,
provavelmente em consequéncia da retracdo do protoplasto. Mas, em S.
terebinthifolius, as alteragdes foram no formato dos cloroplastos, que passaram
a ser mais arredondados, o que sugere a necessidade de uma analise ultra-
estrutural. Alguns trabalhos tém mostrado alteragbes ultra-estruturais em
cloroplastos apods exposicdo ao arsénio, tais como: arredondamento da
organela, acumulo de amido e plastoglébulos, completa desorganizagao destas
organelas inclusive com ruptura do sistema de membranas (Li et al., 2006;

Simola, 1977). Estas alteragdes também foram descritas para outros poluentes
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(Vitdria et al., 2003, 2006; Choudhury e Panda, 2004; Sant’Anna-Santos et al.,
2008) e indicam que o cloroplasto € uma organela bastante sensivel.

Uma outra caracteristica presente nas trés espécies foi o acumulo de
compostos fendlicos evidenciados pela coloracido esverdeada com azul de
toluidina. Entretanto, este resultado ndo é especifico para o arsénio, uma vez
que foi relatado como resposta das plantas ndo sé a outros poluentes
(Sant’Anna-Santos, 2008; Silva et al., 2005) mas, também, a varios fatores
causadores de estresse (Taiz e Zeiger, 1998).

Os idioblastos presentes no mesofilo de B. verticillata apresentaram-se
aglomerados, apds exposicdo ao As. Muitas vezes, 0 maior numero de
determinadas estruturas esta correlacionada a redugéo na area foliar (Dickison,
2000). Entretanto, no caso de B. verticillata n&o foi verificada alteragéo na area
foliar em resposta ao arsénio. E interessante ressaltar que estes idioblastos
apresentam-se azulados apos coloragdo com azul de toluidina, sugerindo a
natureza péctica do seu conteudo, provavelmente mucilagem. Esta substancia
auxilia na retencdo de agua e na manutengdo do potencial hidrico da folha.
Apesar de nao ter sido feita a quantificacdo do numero de idioblastos, as
observagdes qualitativas sugerem o aumento destes idioblastos, em resposta
ao arsénio. Estudos posteriores para verificar a natureza quimica destas
substancias e realizar a quantificacdo destas células serdo necessarios para
esclarecer as alteragdes anatbmicas que antecedem as macroscopicas.

Ao microscopio eletrénico de varredura, alteragdes na epiderme das trés
espécies estudadas foram verificadas em respota ao arsénio, especialmente
nos tricomas e estdbmatos. Os tricomas, glandulares e tectores, e os estbmatos
apresentaram células com formato retorcido e aspecto plasmolisado nas trés
espécies estudadas. Em C. cajan, apesar de pouco arsénio ter sido translocado
para parte aérea, os estdmatos também foram alterados, principalmente as
células subsidiarias. O aspecto retorcido e plasmolisado pode ser
consequéncia do estresse hidrico provocado pela acao indireta do arsénio, pois
muitas destas alteragdes foram também verificadas em plantas submetidas a
estresse hidrico (Souza et al., 1999). Em B. verticillata, as alteracbes nos
estdmatos podem ter sido ocasionadas nao apenas pelo efeito indireto deste
poluente, mas também pela presencga do arsénio nas folhas, pois grande parte

do arsénio absorvido foi translocado para parte aérea e o arsénio pode
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substituir o fésforo atuando como um analogo nao funcional, comprometendo o
metabolismo da planta (Meharg e Hartley-Whitaker, 2002).

As analises morfométricas mostraram uma reducdo na espessura dos
tecidos nas trés espécies estudadas, sendo que em B. verticillata, esta redugao
foi menor. O fato € que apenas B. verticillata translocou este poluente em
grandes quantidades para suas folhas, mas esta ndo parece ser a causa direta
da reducao dos tecidos, uma vez que em S. terebinthifolius e C. cajan esta
translocacao foi inexpressiva e os tecidos sofreram reducdes mais severas. Isto
poderia ser explicado, mais uma vez, por um efeito indireto do arsénio diferente
do que aconteceu em outros poluentes, como o fluor, por exemplo, em que a
presenca do poluente promoveu danos diretos na estrutura da folha e na
diferenciagdo dos tecidos e em consequéncia na sua espessura (Sant’Anna-
Santos, 2008).

O estresse hidrico indireto pode ser atribuido aos efeitos do arsénio
sobre o sistema radicular, pois em raizes de S. terebinthifolius e C. cajan, a
emissao e o desenvolvimento das raizes laterais foram afetados. Em C. cajan,
os primordios radiculares foram formados bem préximos uns dos outros,
provavelmente porque o crescimento da raiz principal foi reduzido e as raizes
laterais foram formadas proximas umas das outras, diferente do observado no
controle, onde o desenvolvimento foi tipico. Entretanto, em S. terebinthifolius
nao era possivel visualizar as raizes laterais em visdo macroscoépica e a
anatomia vegetal revelou que a maioria destes primoérdios ficou retido no coértex
e néo se desenvolveu.

As alteragbes morfolégicas em resposta ao arsénio, provavelmente,
comprometeram o funcionamento das raizes e interferiram na absorgdo e
translocacao de agua e nutrientes para a parte aérea (Carbonell-Barrachina, et
al., 1997). Respostas semelhantes a estas foram observadas em raizes de
plantas expostas ao aluminio que afetou a emergéncia das raizes laterais,
contudo, a diferenciacio e a penetracado destes primérdios no cortex nao foram
afetadas (Ferreira, 1983). No caso do aluminio, parece que o crescimento &
influenciado pela interferéncia deste ion nos processos de alongamento e
divisao celular (Ciamporova, 2002), portanto, estudos que possam esclarecer a
interferéncia do arsénio no crescimento das raizes das plantas sao

necessarios.
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As alteracbes na forma e na organizagao das células parenquimaticas
do cértex radicular ocorridas nas plantas de S. terebinthifolius e C. cajan foi
semelhante ao observado em Pisum sativum L. (Paivoke, 1983) e em
Phaseolus aureus Roxb (Singh et al., 2007), apds exposicao a diferentes
concentragcdes de arsénio. Em S. terebinthifolius, foi possivel observar que na
endoderme as células foram intensamente coradas com azul de toluidina,
provavelmente, devido ao acumulo de compostos fendlicos.

Diversos estudos foram feitos, na tentativa de localizar sitios preferenciais
de acumulo de metais em plantas (Kramer et al., 1996; Kupper et al., 1999,
2000, 2001; Frey et al., 2000; Lombi et al., 2002; Robinson et al., 2003; Cosio
et al., 2005; MacNear et al., 2005; Li et al., 2005; Lei et al., 2008; Chen et al.,
2003, 2005). A maioria dos estudos de distribuicao celular de metais, tais como
o Zn, Cd, As e Ni mostraram que, estes elementos estavam localizados na
epiderme (Kramer et al., 1996; Kupper et al., 1999, 2001; Frey et al., 2000;
Lombi et al., 2002; Robinson et al., 2003; Cosio et al., 2005; MacNear et al.,
2005). A distribuicdo e a compartimentalizagcdo de arsénio em tricomas foram
demonstradas (Zhao et al., 2000; Li et al., 2005).

Os resultados dos testes histoquimicos, realizados no presente estudo,
mostraram que B. verticillata, aparentemente, apresentou uma reagao positiva
na epiderme, pois foi observada a presenca de um conteudo de aspecto
esverdeado, caracteristica da reacao positiva para este teste, de acordo com
Pearse (1972). Contudo, um estudo realizado por Lei et al. (2008) retrata que,
em Viola principis H. de Boiss., a presenca de As e Pb, foi mais evidente no
mesofilo e na bainha do feixe do que na epiderme, e o parénquima paligadico
apresentou niveis mais elevados destes elementos do que o parénquima
lacunoso. Um resultado semelhante ao de Lei et al. (2008) foi obtido por Chen
et al. (2003), que verificaram altas concentragbes de As no mesofilo de Pteris
nervosa, mais precisamente no parénquima palicadico. Em B. verticillata, uma
possivel reagdo positiva na regido do parénquima paligadico foi observada,
pois este tecido mostrou uma coloracdo esverdeada. Entretanto, a
metodologia, para deteccdo de As nos tecidos, utilizada pelos autores citados
anteriormente, difere da utilizada neste trabalho.

No presente trabalho, o teste histoquimico utilizando formalina com

sulfato de cobre, aparentemente, evidenciou uma reacao positiva para o As
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tanto na epiderme, quanto no parénquima paligadico, e nos demais tecidos de
uma maneira geral, ndo deixando claro um sitio de localizagao preferencial.
Entretanto, o teste mostrou-se inespecifico e com baixa confiabilidade, pois as
folhas de C. cajan e de S. terebinthifolius também mostraram reagao positiva,
com varias regides que se coraram de verde, mas pouco arsénio foi
translocado para a parte aérea, que pudesse ser detectado por este teste.
Estas conclusbes s6 puderam ser feitas contrastando os resultados de
quantificacédo de As (cap1), com as analises histoquimicas. Isto demonstra a
ineficiéncia deste teste, uma vez que ele ndo é conclusivo per si, dependendo
de outras analises para realizar as inferéncias.

A coloracéo observada apds a aplicacado do teste para arsénio pode ser
confundida com outros conteudos como, por exemplo, compostos fendlicos,
encontrados naturalmente em muitas espécies e também observados na
maioria das plantas em resposta a diferentes tipos de estresse (Sant’Anna-
Santos et al., 2006; Silva et al., 2005). A hip6tese de mascaramento do
resultado positivo do teste pode ser reforcada pelo fato de que a coloragao,
evidenciada pelo teste histoquimico, ocorreu, na grande maioria das vezes, nos
mesmos locais onde os conteudos foram intensamente corados de azul
esverdeado, com azul de toluidina, indicando, portanto, a presenga de
compostos fendlicos nestes tecidos.

Apesar de grande parte do arsénio ter sido acumulado nas raizes, o
resultado do teste histoquimico neste 6rgao também nao foi satisfatorio pois foi
observada uma fraca reacgao positiva. Este teste histoquimico foi realizado com
sucesso em tecidos animais (Pearse, 1972) e, apesar de aparentemente ter
ocorrido reagao positiva nas células do cortex, o teste nao foi satisfatorio para

as células vegetais.
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5 - CONCLUSOES

- Nao foi possivel observar um marcador estrutural especifico,
relacionado a tolerdncia do arsénio, uma vez que as principais alteracdes

observadas foram também descritas para outros poluentes.

- As alteracbes anatdbmicas observadas nas folhas das trés espécies,
provavelmente, ocorreram em funcdo do estresse hidrico provocado
indiretamente pelo arsénio, uma vez que apenas B. verticillata translocou este

poluente para a porgcao aérea da planta.

- Uma diferenciagdo atipica da raiz lateral ocorreu em S. terebinthifolius
e C. cajan necessitando de maiores estudos que possam elucidar o

desenvolvimento da raiz, apds exposi¢ao ao arsénio.

- O teste histoquimico para deteccdo de arsénio nido foi conclusivo,
necessitando de outras analises para sua interpretagcdo. A histolocalizacdo do
arsénio sofreu interferéncia de outros compostos presentes nas células, como

os compostos fendlicos.

- O fato do teste histoquimico nao ter sido eficiente, impediu a
verificacdo de um possivel sitio preferencial de acumulo do arsénio nas raizes

e folhas, das espécies estudadas neste trabalho.
- Os efeitos quantitativos causados pelo arsénio sobre a estrutura foliar

foram visiveis em S. terebinthifolius e C. cajan, ndo tendo sido expressivo em

B. verticillata.
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Figura 1. Estrutura da lamina foliar de Borreria verticillata no tratamento controle e
submetida a agédo do arsénio A-H: Lamina foliar ; G e H (detalhe feixe vascular); em sec¢ao
transversal (microscopia de luz). Ae G (0 mg L™'As); B (2,5 mg L"'As); C (5 mg L'As); D, F e
H (7,5 mg L"'As); E (10 mg L'As). Ead: Epiderme adaxial; Eab: epiderme abaxial; Pp:
parénquima palicadico; Pl: Parénquima lacunoso; Et: Estdmato; Bf: bainha do feixe vascular;
Fv: Feixe vascular; Xi: Xilema; Fl: Floema; Id: Idioblasto; Rf: Rafide; Retracdo do protoplasto
(—); Compostos fendlicos (). Estrela vermelha: Parénquima paravenal; Seta vermelha:
Colapso da epiderme. Barra=50 um.
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Figura 2. Micromorfologia foliar de Borreria verticillata no tratamento controle e nos
tratamentos com arsénio (microscopia eletronlca de varredura). A, C, E F, e G face
adaX|aI B, D e H face abaxial. A; Ce E(OmgL" As); B,DeF (7,5mg L™ As) GeH (10
mg L As) Et:Estdmato; Cs:Célula subsidiaria; Ce: célula epidérmica; Tg: Tricoma
glandular; Tt: Tricoma tector.
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Figura 3. Corte transversal de raiz de Borreria verticillata (microscopia de luz) no
tratamento controle e apos agdo do arsénio. A (0 mg L™'As); B (5 mg L™'As) Ep: Epiderme;
Cx: Cortex; Xi: Xilema; Fl: Floema; En: Endoderme; Pr: Periciclo; Retracdo do protoplasto
(seta); Composto fendlico (). Barra=100 um(A-C). Barra=50 pym.
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Figura 4. Estrutura da lamina foliar de Schinus terebinthifolius no tratamento controle e
submetida a acado do arsénio. Lamina foliar A-E (mesofilo); F gnervura mediana); GeH
(detalhe do canal secretor) em secgéo transversal. Ae G (0 mg L As); B (2,5 mg L As); C (5
mg L'As); D, F e H (7,5 mg L"As); E (10 mg L"As). Ead: Epiderme adaxial; Eab: epiderme
abaxial; Pp: parénquima palicadico; Pl: Parénquima lacunoso; Et: Estdbmato; Fv: Feixe
vascular; Xi: Xilema; Fl: Floema; Co: Colénquima; Cs: Canal secretor; Dr: Drusa. Retracdo do
protoplasto (—); Composto fendlico (-); alteragéo no cloroplasto (seta vermelha). Barra= 50 um.
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Figura 5. Micromorfologia foliar de Schinus terebinthifolius no tratamento controle e nos
tratamentos com arsénio (microscopia eletrénica de varredura). A-H face adaxial. A e B (0
mg L"'As); C, D, G e H (7,5 mg L"'As). E e F (10 mg L"'As). G: Vista gera da folha. H:
Detalhe da regido afetada vista em G. Et:Estdmato; Cs:Célula subsidiaria; Ce: célula

epidérmica; Cg: célula guarda; Tg: Tricoma glandular; Tt: Tricoma tector. Area afetada (+).
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Figura 6. Corte transversal da raiz de Schinus terebinthifolius (microscopia de luz) no
tratamento controle e apds exposigao ao arsénio. A e B (0 mg L'1As); C(2,5mg L'1As); D
(5 mg L'As); E (7,5 mg L"As); F (10 mg L"As). Ep: Epiderme; Cx: Cértex; Xi: Xilema; FI:
Floema; En: Endoderme; Pr: Periciclo; Cs: Canal secretor. Material granuloso (—)
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Figura 7. Estrutura da I&mina foliar de Cajanus cajan no tratamento controle e submetida a
acdo do arsénio. Lamina foliar de A-E (mesofilo); F (nervura mediana); em secgao
transversal (microscopia de luz). A e F (0 mg L™'As); B (0,5 mg L"As); C (1 mg L"As); D
(1,5 mg L'1As); E (2,5 mg L'1As). Ead: Epiderme adaxial; Eab: epiderme abaxial; Pp:
parénquima palicadico; Pl: Parénquima lacunoso; Et: Estébmato; Fv: Feixe vascular; Xi:
Xilema; FI: Floema; Bc: Bainha cristalifera; Mf: Mesofilo; Tt: Tricoma tector; Tg: tricoma
glandular; Co: Colénquima; Retragdo do protoplasto (—). Seta vermelha: alteragdo no

tricoma glandular; Composto fendlico (*).
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Figura 8. Micromorfologia foliar de Cajanus cajan no tratamento controle e nos
tratamentos com arsénio (microscopia eletrénica de varredura). A e B face abaxial. C, D,
E e F face adaxial. A; Ce E (0 mg L”" As); B, D e F (2,56 mg L' As). Et: Estémato; Cs:
Célula subsidiaria; Tg: Tricoma glandular; Tt: Tricoma tector.
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100 um

Figura 9. Corte transversal de raiz de Cajanus cajan (microscopia de luz) no tratamento
controle e apds exposigdo ao arsénio. A (0 mg L"As); B (2,5 mg L"As); C e D (0,5 mg
L'1As); EeF (1 mg L'1As). Ep: Epiderme; Cx: Cortex; Xi: Xilema; Fl: Floema; En:
Endoderme; Pr: Periciclo; Cv: Cilindro vascular; Rl: Raiz lateral. Seta vermelha:
desorganizagao cortex. Seta branca: retragéo do protoplasto.
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Figura 10. Teste histoquimico para arsénio, em folhas e raizes de Borreria verticillata A-D
(lamina foliar); E-H (raiz); em seccao transversal (microscopia de luz). A e E (0 mg L'1As);
BeF (25 mgL'As); Ce G (5 mg L"As); D (10 mg L'As); H (7,5 mg L"As). Ead:
Epiderme adaxial; Eab: epiderme abaxial; Pp: parénquima paligadico; Pl: Parénquima
lacunoso; Xi: Xilema; Cx: Cértex; Compostos fendlicos (). Detalhe da reagédo (—). Barra=
50 um.
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Figura 11. Teste histoquimico para arsénio, em folhas de Schinus terebinthifolius A e E (0
mg L"As); B (5 mg L"'As); C e F (7,5 mg L"As); D (10 mg L™'As). Ead: Epiderme adaxial;
Eab: epiderme abaxial; Pp: parénquima pali¢adico; Pl: Parénquima lacunoso; Composto
fendlico (—). Barra= 100 ym.
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Figura 12. Teste histoquimico para arsénio em raizes de Schinus terebinthifolius A, C, E e
F (seccdo transversal); B e D (secgao longitudinal). A e B (0 mg L™"As); C e D (7,5 mg
L"As); E (5 mg L"As); F (10 mg L™'As). Xi: Xilema; FI: Floema; RI: Raiz lateral; Cx: Cortex;
Ep: Epiderme. Barra= 100 ym.
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Figura 13. Teste histoquimico para arsénio, em folhas e raizes de Cajanus cajan A-D
(lamina follar) E e F (raiz); em secgao transversal (mlcroscopla de luz). A (O mg L As) B
(05mgLAs) c\ mgLAs) D(15mgLAs) (1 mgLAs) F(15mgLAs) Pp:
parénquima paligadico; Pl: Parénquima lacunoso; Tg: tricoma glandular; Elementos de
vaso com conteudo (—). Barra= 100 ym.
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Tabela 1 — Morfometria da Iamina foliar de Borreria verticillata apos
exposicao a diferentes concentracdes de arsénio

E3

Arsénio EAD(um)™  PP(um)™  PL(um)"  EAB(um) Ef(um)*

(mgL™)

0 30,97a 108,19a 109,44a 25,19a 273,79a
2,5 29,43a 97,98a 102,17a 21,12ab 250,69ab
5,0 24,93a 94,03a 100,11a 17,57ab 236,63ab
7,5 30,83a 96,95a 103,48a 23,32ab 254,57ab
10,0 21,32a 104,65a 87,56a 14,03b 227,56b
CV(%) 20,33 10,13 14,16 20,92 7,2

). 1) significativo e ndo significativo, respectivamente, a 5% pelo teste de
F. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. EAD: Epiderme adaxial; PP:
Parénquima paligadico; Pl: Parénquima lacunoso; EAB: Epiderme abaxial;
Ef. Espessura do foliolo.

Tabela 2 — Morfometria da lamina foliar de Schinus terebinthifolius
apo6s exposicao a diferentes concentracfes de arsénio

Arsénio EAD(um) PP(um)  PL(um)™ EAB(um)  Ef(um)*
(mgL™)

0 17,19a 80,42a 85,70a 13,62a 196,94a
2,5 12,06b 66,42ab  68,78a 9,734b 156,99b
5,0 8,91c 57,68b 63,97a 7,44c 138,00b
7.5 9,56¢ 70,90ab  70,65a 7,75¢c 158,86b
10,0 9,39¢c 56,76b 73,27a 8,17bc 147 ,56b
CV(%) 9,42 12,61 19,29 9,18 9,41

). () Significativo e ndo significativo, respectivamente, a 5% pelo teste de
F. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si a
5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. EAD: Epiderme adaxial; PP:
Parénquima paligadico; Pl: Parénquima lacunoso; EAB: Epiderme abaxial;
Ef: Espessura do foliolo.

Tabela 3 — Morfometria da lamina foliar de Cajanus cajan apos
exposicao a diferentes concentracdes de arsénio

Arsénio EAD(um)* PP(um)* PL(um)* EAB(um)*  Ef(um)*

(mgL™")

0 16,12a  78,77a _ 87,93a __ 10,59a 193,40a
0,5 8978b  51,04b  5586bc  5,45b 121,33b
1,0 9,50b 6126b  6547b  556b 141,81b
1,5 9,12b 50,67b  53,42c  5,34b 118,55b
25 8,88b 55,80b  60,54bc  5,03b 130,26b
CV(%) 16,73 9,68 7,73 10,13 8,9

O Significativo a 5% pelo teste de F. Médias seguidas pela mesma letra
nas colunas néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de
Tukey. EAD: Epiderme adaxial; PP: Parénquima palicadico; PI:
Parénquima lacunoso; EAB: Epiderme abaxial; Ef: espessura do foliolo.
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CAPITULO Il

Avaliacao de parametros fisioldgicos de plantas expostas ao arsénio.

Resumo: Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes doses de
arsénio sobre as trocas gasosas e a emissao de fluorescéncia da clorofila a de
Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) e
Cajanus cajan (Leguminosae). Os experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo, na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) da Universidade
Federal de Vigosa. As plantas foram cultivadas em sistema hidropénico em
solugdo nutritiva de Hoagland (meia forga). O arsénio foi adicionado na forma
de arseniato de sodio (Na;HAsO4.7H20); S. terebinthifolius e B. verticillata
foram submetidas a concentracdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10,0 mg L™ As e C.
cajan a0;0,5; 1,0; 1,5; e 2,5 mg L™ As. O tempo de exposicdo das plantas ao
arsénio variou entre as espécies, sendo 47 dias para S. terebinthifolius, 27 dias
para C. cajan, e 10 dias para B. verticillata. As taxas de assimilacao liquida de
carbono (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e relagéo entre a
concentragéo interna (Ci) e externa (Ca) de CO2 no mesofilo (Ci/Ca) foram
obtidas por meio de um sistema de medicao de trocas gasosas portatil LI-6400.
As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas utilizando um
fluorbmetro portatil modulado MINI-PAM. As analises
estatisticas foram realizadas no software SAEG (2007). O efeito do arsénio na
resposta fotossintética das plantas variou de acordo com a espécie estudada.
Nos parametros de trocas gasosas de B. verticillata, a concentragédo de 7,5mg
L'As foi a que mais afetou as plantas, com reducédo de 54,4% na A, 54,9% na
gs € 51,1% na E, em relagdo ao controle. A relagdo Ci/Ca oscilou levemente
nas diferentes doses de arsénio com tendéncia de aumento sob a dose de
7,5mg L'As. Sob a maior concentragdo de arsénio, entretanto, as plantas
responderam como no controle. Em S. terebinthifolius todos os parametros de
trocas gasosas foram reduzidos. Quando comparamos o controle e a dose
mais elevada de arsénio, o efeito negativo foi de 56% na A, 69,2% na gs, 43,4%
na relagdo Ci/Ca e 70% na E. Em C. cajan 0,5 mg L"'As foi suficiente para
afetar negativamente todos os parametros fotossintéticos de trocas gasosas. A
dose mais baixa de arsénio reduziu em 80,4% a A, em 92,3% a gs, em 48,5% a
relacéo Ci/Ca e em 83,7% a E, em relagédo ao controle. O arsénio nao afetou os
parametros de fluorescéncia da clorofila a em B. verticillata. Em S.
terebinthifolius a fluorescéncia minima (Fp) mostrou um ligeiro aumento, sob as
doses mais elevadas de arsénio, de 11% sob a dose de 7,5mgL"'As, enquanto
a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) foi de 0,78, sob a
mesma dosagem. Entretanto, a eficiéncia quéantica efetiva do fotossistema Il
(AF/Fm’), a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), o coeficiente de
extingdo fotoquimica (qP) e o coeficiente de extingdo nao fotoquimica (NPQ)
nao foram alterados pela exposicdo ao As. Em C. cajan a Fy e a relagado Fv/Fm
nao sofreram alteracbes em funcdo do arsénio. Contudo, todos os demais
parametros de fluorescéncia analisados foram significativamente alterados, sob
a menor dose de arsénio. Os parametros fisioldgicos de C. cajan mostraram a
alta sensibilidade desta espécie ao elemento. Em S. terebinthifolius e B.
verticillata, os danos causados na fotossintese pelo arsénio ocorreram,
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provavelmente, em funcdo da reducdo da condutancia estomatica, sendo a
primeira espécie a mais sensivel.
Palavras chaves: Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e arsénio.

Sumary: This study aimed to evaluate the effects of arsenic on gas exchange
and the emission of fluorescence of chlorophyll a in Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) and Cajanus cajan
(Leguminosae). The experiments were conducted in The Plant Growth Unit, at
the Federal University of Vigosa. Plants were grown in hydroponic system in the
Hoagland nutrient solution (half strength). Arsenic was employed as sodium
arsenate (Na;HAsO4.7H,0). S. terebinthifolius and B. verticillata were treated at
the concentrations 0, 2,5; 5,0; 7,5 and 10,0 mg L™ and C. cajan at 0, 0,5; 1,0;
1,5 and 2,5 mg L. Exposure time to arsenic plants differed among the species,
being 47 days for S. terebinthifolius, 27 days for C. cajan, and 10 days for B.
verticillata. Rates of net carbon assimilation (A), stomatal conductance (gs),
transpiration (E) and the relationship between internal (Ci) and external (Ca)
concentration of CO, in mesophyll (Ci/Ca) were obtained with the portable
system for measuring gas exchanges LI-6400. Chlorophyll fluorescence were
measured with the portable modulated fluoromer MINI-PAM. Statistical analysis
was performed with the software SAEG (2007). The effect of arsenic on the
photosynthetic response varied with the species. In the B. verticillata, the
concentration 7,5 mg L"'As was the most efficient in affecting the gaseous
parameters causing a reduction of 54,4% in A, 54,9% in gs and 51,1% in E, as
compared with the control. The ratio Ci/Ca fluctuated slightly under the different
doses of arsenic showing an increasing trend at the dose 7,5 mg L'As. At the
highest concentration of arsenic, however, the plants responded similarly to the
control. In S. terebinthifolius all parameters of gaseous exchanges were
affected. As compared to the control the highest doses of arsenic caused a
reduction of 56% in A, 69,2% in gs, 43,4% in relation Ci/Ca and 70% in E. In C.
cajan 0,5 mg L™ sufficed to adversely affect all parameters of the photosynthetic
gaseous exchanges. The lowest dose of arsenic caused reductions of 80,4%, in
A, 92,3% in gs, 48,5% in Ci/Ca and 83,7% in E. Arsenic did not affect the
parameters of chlorophyll a fluorescence in B. verticillata. In S. terebinthifolius
the minimum fluorescence (Fo) showed a slight increase under the higher doses
of arsenic, 11% at the dose 7,5 mgL™'As, with the maximum quantum efficiency
of photosystem Il (Fv/Fm) 0,78, at the same dosage. However, the actual
quantum efficiency of photosystem Il (AF/Fm '), the apparent rate of electrons
transport (ETR), the extinction coefficient of photochemical (qP) and extinction
coefficient of non-photochemical (NPQ) were not affect by As. In C. cajan Fy
and Fv/Fm did not change in response to arsenic. However all the other
parameters of fluorescence examined were significantly changed even under
the lowest dose of arsenic. The physiological parameters displayed by C. cajan
showed this species to be highly to the element. In S. terebinthifolius and B.
verticillata the damages caused in the photosynthetic parameters by arsenic,
occurred probably as a function of the reduced stomatal conductance, the first
being the most sensitive of the three species.

Key-words: Chlorophyll fluorescence, gaseous exchanges, arsenic.
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1 - INTRODUCAO

A poluicdo por arsénio tem causado danos ao ambiente; entretanto,
pouco tem sido descrito na literatura a respeito das respostas fisiologicas de
plantas, apds terem sido expostas ao arsénio. Alteragbes fisiologicas, tais
como, variagao na biossintese de clorofila, alteragées nas trocas gasosas e no
processo fotossintético podem ocorrer em plantas exposi¢cao ao arsénio (Jain e
Gadre, 1997; Stoeva et al., 2005; Rahman et al., 2007).

Os efeitos do arsénio nas plantas podem ser diretos, uma vez que o
arsenato pode atuar como analogo nao funcional do fésforo, interferindo em
importantes reacdes, tais como a fosforilagdo (Meharg e Hartley-Whitaker,
2002), ou reagir com grupos —SH de enzimas e proteinas, perturbando o
metabolismo celular (Rosen, 2002; Meharg e Hartley-Whitaker et al., 2002); ou
indiretos através do comprometimento do funcionamento das raizes que reduz
a absorgdo e a translocagdo de nutrientes e agua para a parte aérea
(Carbonell-Barrachina, et al., 1997).

Em relagdo ao processo fotossintético das plantas, os efeitos do arsénio
podem variar de acordo com a espécie estudada e com a concentracdo de
arsénio as quais as plantas sdo expostas. Estes efeitos podem ocorrer em
apenas uma das fases da fotossintese ou em ambas. Na fase fotoquimica da
fotossintese, o arsénio pode: interferir em nivel da cadeia transportadora de
elétrons, levando a diminuicdo na formacéo de poder redutor (NADPH) e ATP;
ocasionar aumento da emissdo de fluorescéncia ou liberagdo da energia na
forma de calor. Na fase bioquimica da fotossintese o arsénio pode afetar a
condutancia estomatica, cuja limitacdo pode restringir a concentragédo de CO,
na planta, ou por efeito na atuacdo da enzima RUBISCO.

Stoeva et al. (2003/4) observaram que o arsénio provocou aumento na
fluorescéncia da clorofila a e diminuicao consideravel na eficiéncia quantica
maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), em plantas de milho, fato que pode estar
relacionado a uma atividade reduzida do fotossistema Il. Milivojec et al. (2006)
ao estudarem os efeitos do arsénio sobre plantas de soja, observaram que os
parametros da fluorescéncia da clorofila a nao foram alterados, na presenca

deste elemento.
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Plantas de Mimosa caesalpinieafolia apresentaram reducdo na
fotossintese, transpiracédo, condutancia estomatica e ainda nos parametros da
fluorescéncia da clorofila a, em concentragdes de arsénio superiores a 1mg L™,
A avaliagdo das trocas gasosas em plantas tem se mostrado um bom
parametro na selegao de plantas resistentes ao As (Costa, 2007). Em plantas
de feijao, submetidas a diferentes doses de arsénio, houve queda na
fotossintese, na condutancia estomatica e na taxa transpiratéria, acompanhada
por diminuicdo no conteudo relativo de agua e no potencial hidrico de folhas
(Stoeva et al., 2005). Em Canavalia ensiformis e Stizolobium aterrimum, todos
os parametros de trocas gasosas foram afetados apds exposi¢cao ao arsénio,
sendo mais intensas as respostas na primeira espécie. Estas redugdes
ocorreram em funcdo de possiveis danos ocasionados no sistema radicular,
que provocaram redugdo na absor¢do de ions e de agua, acarretando em
limitacbes estomaticas (Nascimento, 2007).

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar as trocas gasosas e a emissao de
fluorescéncia da clorofla a em plantas de Schinus terebinthifolius
(Anacardiaceae), Borreria verticillata (Rubiaceae) e Cajanus cajan

(Leguminosae), apos terem sido submetidas a diferentes doses de arsénio.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material vegetal e condicdes de cultivo

As espécies utilizadas neste trabalho foram: Schinus terebinthifolius;
Borreria verticillata e Cajanus cajan, cultivadas segundo descricdo no item 2.2

do capitulo 1.
2.2 — Trocas gasosas

As analises foram realizadas ao final do experimento, no periodo da
manha. Em S. terebinthifolius foram analisadas as folhas entre o quarto e

oitavo n6s tomando como base o foliolo mediano das folhas, sem sintomas

visuais. Em B. verticillata as folhas do segundo e terceiro nos foram analisadas,
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sendo que as folhas dos trés ultimos tratamentos apresentavam murcha. Em C.
cajan o foliolo mediano pertencente as folhas, situadas entre o quarto e quinto

nos, foram analisadas e ndo apresentavam sintomas visuais.

As taxas de assimilagdo liquida de carbono (A, pmolCO, m?s™),
condutancia estomatica (gs, molH,O m?s™), taxa transpiratéria (E, mmol m?s™)
e a concentracdo de CO, no mesofilo (Ci, umolCO, mol™”) foram obtidas por
meio de um sistema de medi¢cdo de trocas gasosas portatil LI-6400 (LI-COR
Biosciences Inc., Nebraska, USA) equipado com uma fonte de Iluz
azul/vermelho modelo LI-6400-02B (LI-COR). As mensuragdes foram feitas sob
concentracao de CO,, temperatura e vapor de H,O do ambiente dos locais de
estudo, sendo o ar de referéncia homogeneizado em um galdo de 20L antes de
alcangar a camara foliar. Apdés o coeficiente combinando as variagdes de gas
carbbnico (ACOy), agua (AH20) e fluxo de ar (Aue) ter ficado abaixo de 1%,
foram realizados 10 registros por folha, um a cada 12 segundos, cuja média foi

considerada uma medida.

2.3 — Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Estas analises foram realizadas de maneira coordenada com as analises
de trocas gasosas. Ou seja, foram analisadas as mesmas folhas e foliolos tanto
para as trocas gasosas quanto para a fluorescéncia da clorofila a, nas trés

espécies estudadas.

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas utilizando um
fluorémetro portatil modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), equipado
com uma pinga especial para suporte da folha modelo 2030-B (Bilger et
al., 1995, Rascher et al., 2000). O rendimento quéantico potencial do
fotossistema Il (Van Kooten e Snel, 1990) foi calculado ap6s 30 minutos de
adaptacao ao escuro como Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm, em que F, é a fluorescéncia
minima, excitada por uma luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03
pgmol m'23'1) e Fm é a fluorescéncia maxima obtida pela aplicacdo de um pulso
de 0,8s de luz actinica saturante (>6000 umol m?s™). O rendimento quantico
efetivo do fotossistema Il (Genty et al., 1989) foi determinado por meio da

sobreposi¢cao de um pulso de saturacdo em folhas previamente adaptadas a
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luz ambiente, sendo calculado como AF/Fm’= (Fm’-F)/Fm’, onde F €& o
rendimento de fluorescéncia antes do pulso de saturacdo e Fm’ a fluorescéncia
maxima durante o pulso de saturacdo. O AF/Fm’ foi utilizado para estimar a
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) de acordo com Bilger et al.
(1995): ETR =AF/Fm’ x DFF x 0,5 x 0,84, onde DFF é a densidade de fluxo de
fétons (umol m? s™) incidente sobre a folha, 0,5 o valor correspondente a
fracdo da energia de excitagc&o distribuida para o fotossistema Il (FSII) (Laisk e
Loreto, 1996) e 0,84 o valor correspondente a fragdo de luz incidente que é
absorvida pelas folhas (Ehleringer, 1981). O coeficiente de extingdo nao-
fotoquimica de Stern-Volmer foi calculado como NPQ = (Fm-Fm')/Fm' (Bilger e
Bjorkman, 1990).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e algumas
vezes apresentados como médias e desvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05) e quando necessario os dados
foram submetidos ao ajuste de modelos de regressdo. As analises
estatisticas foram realizadas no software SAEG (Euclydes, 1983). Para a
realizacdo da ANOVA alguns valores foram transformados em raiz quadrada e

outros em fungao logaritmica.

3 - RESULTADOS

3.1 — Efeito de arsénio sobre a fotossintese

Em B. verticillata, a taxa fotossintética (A) (Figura 1A); a condutancia
estomatica (gs) (Figura 1B) e a taxa transpiratoria (E) (Figura 1D) apresentaram
reducdo na dose de 5,0 e 7,5 mg L™'As, entretanto, na dose mais elevada, o
comportamento foi semelhante ao do controle. A concentragéo de 7,5 mg L'As
reduziu em 54,44% a (A), 54,87% a (gs) € 51,1% (E), em relagdo ao controle.
Enquanto que, a relagdo Ci/Ca oscilou levemente nas diferentes doses de
arsénio (Figura 1C) apresentando uma tendéncia de aumento na dose de 7,5
mg L"As.
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Em S. terebinthifolius, todos os parametros de trocas gasosas, foram
afetados (Figura 2A-D). Comparando-se o controle e a maior dose de arsénio
aplicada, o efeito negativo foi de 69,2% na (gs) (Figura 2B), que refletiu em 70%
em (E) (Figura 2D), 43,4% na relagcéo Ci/Ca (Figura 2C), e 56% em (A) (Figura
2A).

Em C. cajan, a menor dose de arsénio foi suficiente para afetar
negativamente todos os parédmetros fotossintéticos (Figura 3A-D). A menor
dose de arsénio reduziu a (gs) em 92,3% (Figura 3B), consequentemente, a (E)
em 83,69% (Figura 3D), a relacdo Ci/Ca em 48,49% (Figura 3C) e (A) em
80,4% (Figura 3A).

3.2 — Efeito do arsénio sobre a fluorescéncia da clorofila a

O arsénio nao afetou os parametros de fluorescéncia da clorofila a de B.
verticillata (Tabela 1).

Em S. terebinthifolius, a eficiéncia quantica maxima do fotossistema I
(Fv/Fm) foi de 0,78 na dosagem de 7,5 mg L™'As, enquanto que a fluorescéncia
minima (Fo) foi maior na dose de 7,5 mg L™ As. Entretanto, a eficiéncia quantica
efetiva do fotossistema Il (AF/Fm’), a taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR), o coeficiente de extingdo fotoquimica (qP) e o coeficiente de extingao
nao fotoquimica (NPQ) ndo foram alterados apds exposi¢do desta planta ao
arsénio (Tabela 2).

Em C. cajan, a relagdo Fv/IFm (Figura 4A) e Fo (Figura 4B) nao
apresentaram alteragdes em fungdo do arsénio. Contudo, todos os demais
parametros de fluorescéncia foram significativamente alterados na dose mais
baixa de arsénio. Ao se comparar o controle com a primeira dose de arsénio
aplicada, AF/Fm’ (Figura 4C) apresentou reducédo em 43,75%, a ETR, de
44,5% (Figura 4D) e o qP de 31,6% (Figura 4E). Entretanto, o NPQ aumentou

com o aumento da concentragao de arsénio na solugao (Figura 4F).
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4 - DISCUSSAO

Os dados de trocas gasosas nas folhas das trés espécies estudadas
indicam uma tendéncia de diminuigdo da taxa de fixacdo do carbono, a medida
que a concentragao de arsénio na solugcao foi aumentada. Provavelmente, os
efeitos negativos nos parametros de trocas gasosas das espécies estudadas
sejam devido a disturbios na entrada e no transporte de agua, causadas por
alteragdes no sistema radicular. Entretanto, houve variagdo no efeito do arsénio
entre as espécies estudadas.

Em S. terebinthifolius e B. verticillata, a redugdo nas trocas gasosas,
provavelmente, pode estar relacionada a queda na gs, com diminuicdo na
fixacdo de carbono e da transpiracdo. Contudo, em S. terebinthifolius foi
verificada uma queda na condutancia estomatica, concomitante a queda de
Ci/Ca. A relacdo Ci/Ca integra as respostas estomaticas e metabdlicas do
processo fotossintético. Normalmente, a concentragao de CO, no ambiente &
constante e a Ci varia em fungao da demanda de CO; no mesofilo (Mott, 1998).
Reducao em Ci/Ca esta associada a reducédo na condutancia estomatica ou a
aumento na taxa fotossintética. A redugao na relagdo Ci/Ca, observada em S.
terebinthifolius ocorreu, provavelmente, em fungdo de uma queda na
condutancia estomatica, uma vez que a fotossintese foi afetada negativamente.
Além disso, a analise da folha destas plantas, em microscopia eletrbnica de
varredura, mostrou danos estruturais nos estdmatos que, podem ter afetado o
funcionamento dos mesmos.

Em B. verticillata, a relagdo Ci/Ca nao sofreu alteragao. Desta forma, a
queda na condutancia estomatica ndo foi suficiente para restringir a
concentragédo de CO;, no mesofilo destas plantas ou o consumo de CO; n&o
esta acontecendo no ciclo do Calvin, provavelmente em fung¢ao de algum dano
bioquimico na fotossintese. Em Mimosa caesalpinieafolia, os niveis de Ci/Ca
foram mantidos mesmo com uma queda na condutancia estomatica, podendo
ser um indicativo de que além dos danos no sistema radicular, o arsénio
provocou danos diretos no processo de fixagdo do CO, (Costa, 2007).
Entretanto, em B. verticillata esta possibilidade seria diminuida, uma vez que
apoés recuperagao da condutancia estomatica houve aumento na fotossintese,

nas plantas submetidas a maior dosagem de arsénio.
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Contudo, S. terebinthifolius apresentou maior sensibilidade ao arsénio
que B. verticillata. Nesta ultima, a redugdo na condutancia estomatica (gs)
aconteceu na dosagem de 7,5 mg L'As, reduzindo assim a fotossintese e a
transpiracao. Diferentemente de S. terebinthifolius, que teve a fotossintese
afetada na menor dosagem de arsénio (2,5 mg L'As), em B. verticillata, na
dosagem de 10 mg L"'As ocorreu uma recuperacéo, em todos os parametros
citados anteriormente, com valores equiparados aos do controle. Uma possivel
explicacdo é que os danos ocasionados na arquitetura dos estdmatos,
acarretaram perda da capacidade de controlar a entrada de CO,. Sem este
controle ocorreu entrada indiscriminada de CO,, aumentando tanto a
fotossintese quanto a transpiracdo, na maior dose de arsénio aplicada. A
analise micromorfologica das folhas destas plantas (Tab.1 / Cap.2) mostrou
danos estruturais evidentes, especialmente, na maior dose de arsénio, cuja
espessura da epiderme da face abaxial da folha ficou comprometida. Ressalta-
se ainda, a importéncia de estudos integrados de anatomia e fisiologia na
interpretacao das respostas de plantas a diversos poluentes.

Apesar de ter ocorrido reducdo na fotossintese, o crescimento de B.
verticillata ndo foi influenciado com a presenga do arsénio na solucao (Fig.1 /
cap.1). Este resultado pode ser explicado pelo tempo de exposicdo destas
plantas ao arsénio, que foi curto, apenas dez dias, ndo tendo sido suficiente
para afetar os parametros de crescimento e a concentragao de CO; interno no
mesofilo.

Em B. verticillata, o fato do arsénio n&o ter afetado significativamente os
parametros de fluorescéncia da clorofila a mostrou que os efeitos ocasionados
pelo arsénio foram, provavelmente, em funcdo do decréscimo da condutancia
estomatica. Resultado semelhante foi obtido em plantas de soja expostas ao
arsénio (Milivojevic et al., 2006) e em plantas de Canavalia ensiformis e
Stizolobim aterrimum (Nascimento, 2007).

Em S. terebinthifolius, foi possivel observar ligeira queda na relagao
Fv/Fm, acompanhada de pequeno aumento na fluorescéncia minima (Fy),
enquanto que os demais parametros de fluorescéncia ndo foram alterados.
Stoeva et al. (2003/4) observaram queda na Fv/Fm e aumento no Fo em milho
sob doses de arsénio, o que indicou reducdo na atividade funcional do

fotossistema Il. Em S. terebinthifolius, entretanto, estas alteragdes foram
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caracteristicas de fotoinibicdo reversivel uma vez que, em todos os
tratamentos, a relagdo Fv/Fm ficou em torno de 0,8, valor mencionado ser
otimo para a maioria das plantas (Maxwell e Johnson, 2000).

O efeito do arsénio em C. cajan foi muito acentuado, uma vez que foi
verificada uma queda pronunciada na condutancia estomatica, concomitante a
queda de Ci/Ca, com reducdo na fotossintese e transpiracdo, na menor dose
de arsénio aplicada. Contudo, provavelmente, esta queda pode ser explicada
nao apenas em funcdo da queda na condutancia estomatica, mas num
somatério de efeitos simultdneos, pois a analise dos dados de fluorescéncia em
C. cajan, também mostrou alteracdes acentuadas na primeira dose de arsénio
utilizada. Alteragdes nos parametros da fluorescéncia podem estar associadas
ao deficit hidrico nas folhas (Stoeva et al., 2003/4) ou a agao direta do arsénio.
Uma queda no qP, ETR e AF/Fm’, juntamente com o aumento do NPQ, indica
que a maior parte de energia de excitacdo foi dissipada em processos nao
fotoquimicos (Maxwell e Jonhson, 2000).

Entretanto, em C. cajan, a fluorescéncia minima (Fo) e a eficiéncia
quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) ndo sofreram alteragbes em
funcdo do arsénio, indicando que os danos no fotossistema Il promovido pelo
arsénio foram reversiveis. Resultados semelhantes foram obtidos por Costa
(2007), em Mimosa caesalpineafolia e Psidium guineense.

O efeito do arsénio na fotossintese de C. cajan esta no fato de que o
ETR e AF/Fm’ sofreram queda. Alteragdes na ETR e no AF/Fm’ indicam que o
fluxo de elétrons foi alterado. Consequentemente, o gradiente de protons do
tilacoide foi comprometido, interferindo na agao da proton ATP sintase, que
utiliza deste gradiente para a formagao de ATP. A restricdo de poder redutor,
da fase fotoquimica, limita o consumo de CO; no ciclo de Calvin afetando a
fase bioquimica, provocando queda na fixagdo de CO,. Mudangas no AF/Fm’ e
no gP, apontam que altas concentracbes de arsénio provocam mudangas no
potencial redox do pool de plastoquinona (Milivojevic et al., 2006). A alteragao
no pool de plastoquinona tem sido relatada também para outros metais, tais
como cobre, niquel, cadmio, cromo e zinco (Mallick e Mohn, 2003).

O aumento do NPQ pode estar relacionado ao gradiente de ApH que
ativa o ciclo das xantofilas. Em C. cajanus, ocorreu aumento do NPQ, sem

apresentar danos no fotossistema Il. Este aumento pode ter sido em fungao do
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gE (quenching dependente de energia) , pois 0 arsénio, ao desacoplar o fluxo
de energia na célula, pode ter contribuido para o aumento do ApH através das
membranas do tilacéide, o que promoveria aumento de NPQ via indugao de
gE. Resultado semelhante foi encontrado em Mimosa caesalpiniafolia e em

Psidium guineense (Costa, 2007).

5 - CONCLUSOES

- As taxas fotossintéticas das espécies estudadas variaram de acordo

com a concentracdo de arsénio aplicada.

- A menor dose de arsénio foi suficiente para inibir a fotossintese, tanto
nas trocas gasosas, quanto os parametros de fluorescéncia da clorofila a de C.

cajan, mostrando alta sensibilidade desta espécie a este elemento.

- Em S. terebinthifolius e B. verticillata os danos causados na
fotossintese, pelo arsénio, foram provavelmente ocasionados pela queda na

condutancia estomatica, sendo S. terebinthifolius mais sensivel.
- Os parametros de fluorescéncia da clorofila a ndo foram alterados em

B. verticillata e sofreram alteracdes caracteristicas de uma fotoinibigcdo

reversivel em S. terebinthifolius.
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Figura 1. Efeitos do arsénio sobre os parametros de trocas gasosas de
Borreria verticillata A- taxa fotossintética (A); B- condutancia estomatica (gs); C-
relacdo entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca); D- taxa

transpiratoria (E). Os dados sao médias e o desvio padrao (n=4).
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Figura 2. Efeito do arsénio sobre os parametros de trocas gasosas de Schinus
terebinthifolius. A- taxa fotossintética (A); B- condutancia estomatica (gs); C-
relacdo entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca); D- taxa
transpiratdria (E). Em todos os parametros o modelo de regressao ajustado foi
o polinomial quadratico. Significancia *p<0,05.
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Figura 3. Efeito do arsénio sobre os parametros de trocas gasosas de Cajanus
cajan. A- taxa fotossintética (A); B- condutancia estomatica (gs); C- relacéo
entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca); D- taxa transpiratéria
(E). Em todos os pardmetros o modelo de regressao ajustado foi o raiz
quadrada. Significancia *p<0,05.
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Tabela 1- Efeito do arsénio sobre os parametros de fluorescéncia da
clorofila a de Borreria verticillata

(Ar;]r Sél_”_i% Fo™  FWFm™ AF/Fm™ ETR™  gP™  NPQ™
0 20326a 0817a 0426a 18393a 0641a  1.284a

2,5 20852 0812a 0428a 180,78a 0637a  1,127a
50  22425a 0,816a 0366a 15830a 0,589a 1,728a
7.5 24152 0806a 0326a 140,68a 0516a  1.465a
10,0 2145a 0818a 0407a 17478a 0606a  1,253a
CV(%) 8,46 127 1486 1515 9.96 3438

™) n&o signifigativo a 5% pelo teste de F. Médias seguidas pela mesma letra nas
colunas nao diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey. Fo;
fluorescéncia minima; Fv/Fm: eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il
AF/Fm’: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il; ETR: taxa aparente de
transporte de elétrons; qP: coeficiente de extingdo fotoquimica; NPQ: coeficiente de
extingdo nao fotoquimica.

Tabela 2- Efeito do arsénio sobre os parametros de fluorescéncia da
clorofila a de Schinus terebinthifolius

Arsénio

(mg L1) Fo Fv/Fm~  AF/Fm™ ETR"™ qP "™ NPQ "
0 255,63ab 0,81a 0,35a 178,10a 0,56a 1,66a
2,5 255,75ab 0,81a 0,35a 180,65a 0,58a 1,77a
5,0 252,63b 0,80a 0,27a 136,23a 0,48a 2,18a
7.5 283,63a 0,780  0,26a 135,33a 0,52a 2,45a
10,0 264,50ab  0,79ab 0,282 144,18a 0,51a 2,15a
CV(%) 4,951 114 17,48 17,01 11,16 24,72

O ) Significativo e nao signifigativo, respectivamente, a 5% pelo teste de F. Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo Teste de Tukey. Fy; fluorescéncia minima; Fv/Fm: eficiéncia quéntica maxima
do fotossistema II: AF/Fm’: eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il; ETR: taxa
aparente de transporte de elétrons; gP: coeficiente de extingao fotoquimica; NPQ:
coeficiente de extingdo nao fotoquimica.
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Figura 4. Efeito do arsénio sobre os parametros de fluorescéncia da clorofila a
de Cajanus cajan. A- eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm); B-
fluorescéncia minima (Fo); C- eficiéncia quéantica efetiva do fotossistema |l
(AF/Fm’); D- taxa aparente de transporte de elétrons (ETR); E- coeficiente de
extingdo fotoquimica (gP); F- coeficiente de extingdo nao fotoquimica (NPQ).
Em todos os parametros o modelo de regressao ajustado foi o raiz quadrada.
Significancia *p<0,05.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo mostrou que as trés espécies apresentaram
respostas diferentes nos diversos parametros analisados.

B. verticillata apresentou alta capacidade de absorver e translocar
arsénio sem apresentar alteragdes no incremento de sua biomassa, mas
apresentou alteragdes anatdbmicas e fisioldgicas que necessitam de estudos
posteriores para afirmar se esta espécie apresenta realmente, caracteristicas
para ser utilizada em recuperacdo de areas contaminadas por este poluente.
Sugere-se alterar as doses aplicadas de arsénio e aumentar o tempo de
exposicdo a este elemento e ainda realizar um estudo de especiacdo do
arsénio na raiz e na parte aérea, para investigar os mecanismos de tolerancia
destas plantas ao arsénio, uma vez que a maior parte do arsénio absorvido foi
translocado para parte aérea.

A anatomia mostrou-se uma importante ferramenta, pois antecedeu os
sintomas macroscopicos. Entretanto, ndo foi possivel observar um marcador
estrutural especifico, relacionado a tolerancia do arsénio, uma vez que as
principais alteragbes observadas foram também descritas para outros
poluentes. Nao houve uma relagao direta entre a concentragao de arsénio e os
danos anatdmicos visualizados, uma vez que os sintomas foram mais severos
nas folhas e apenas B. verticillata translocou o poluente para parte aérea. Em
contrapartida, em todas as espécies, grande quantidade de arsénio foi
encontrado nas raizes, mas os danos estruturais neste érgédo néo foram muito
expressivos. Atribui-se assim, os sintomas das folhas a efeitos indiretos, como
o estresse hidrico que este poluente provocou, em fungao de ter influenciado
negativamente o crescimento das raizes e a diferenciagdo das raizes laterais,
prejudicando a absor¢ao de agua e nutrientes pela planta.

O teste histoquimico para deteccdo de arsénio nao foi conclusivo,
necessitando de outras analises para sua interpretagcdo. A histolocalizacdo do
arsénio, provavelmente, sofreu interferéncia de outros compostos presentes
nas células, como os compostos fendlicos. O fato do teste histoquimico nao ter
sido eficiente, impediu a verificagcdo de um possivel sitio de acumulo do arsénio

nas raizes e folhas, das espécies estudadas neste trabalho. Sugere-se a
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realizacao de teste para detecgao e quantificagcdo de compostos fendlicos para
comparar com o teste de histolocalizagdo de arsénio.

As respostas fisioldgicas das plantas variaram de acordo com a espécie
e com a concentragdo de arsénio aplicada. Em C. cajan, tanto as trocas
gasosas quanto a fluorescéncia da clorifila a foram afetadas apds exposicao
destas plantas ao arsénio, mostrando que a sensibilidade desta espécie se da
em acgao direta e indireta do arsénio. Em S. terebinthifolius e B. verticillata, os
danos causados na fotossintese, pelo arsénio, foram provavelmente em funcao
da condutancia estomatica, sendo a primeira mais sensivel, pois os parametros
de fluorescéncia da clorofila a ndo foram alterados em B. verticillata e sofreram

alteracbes caracteristicas de uma fotoinibicao reversivel em S. terebinthifolius.
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