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RESUMO

SILVA, Larisse de Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2011. Respostas morfolégicas em espécies de Brassicaceae expostas a
diferentes doses de arsénio. Orientador: Jodo Marcos de Araujo. Coorientador:
Juraci Alves de Oliveira.

O arsénio (As) é um contaminante ambiental e representa um grave problema em
diversas regides do mundo. Com o objetivo de avaliar os efeitos tdxicos do arsénio
em plantulas da familia Brassicaceae, sementes de Brassica oleraceae, Raphanus
sativus, Brassica oleraceae var. capitata, Brassica oleraceae var. italica e Brassica
juncea foram postas para germinar na presenga do metaldide. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos: controle, 250
MMol, 350 pMol e 450 pMol de As na forma de arseniato de sdédio
(NazHAsO4.7H,0) e seis repeticbes. Foram avaliados: o crescimento das
plantulas, o acumulo de As nas raizes e na parte aérea, as alteracdes
morfologicas nas raizes e foliolos, além das analises morfométricas dos foliolos e
raizes de B. oleraceae e B. juncea. Houve absor¢&o do poluente pela raiz e baixa
translocagao para a parte aérea em quatro das cinco espécies estudadas. As
plantulas das cinco espécies apresentaram reducdo do crescimento e algumas
apresentaram acumulo de antocianinas nos foliolos e no caule. Anatomicamente,
nao houve alteragcdo nos foliolos de quatro das cinco espécies estudadas, sendo
B. juncea a unica espécie que apresentou danos no limbo. O sistema radicular das
cinco espécies, por sua vez, apresentou alteragées morfolégicas em virtude da
presenca do metaldide. As analises micromorfométricas revelaram que o arsénio
alterou a espessura e a proporgao dos tecidos, sendo os resultados mais
expressivos foram observados nas concentragdes mais elevadas. Esses dados
tornam-se relevantes, principalmente, do ponto de vista anatémico, ja que sao
escassas estas informagdes para a grande maioria das espécies vegetais quando

expostas ao arsénio.
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ABSTRACT

SILVA, Larisse de Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December,
2011. Morphological responses in Brassicaceae species exposed to
different doses of arsenic. Adviser: Jodo Marcos de Araujo. Co-adviser: Juraci
Alves de Oliveira.

Arsenic (As) is an environmental contaminant and represents a serious problem in
several regions in world. To evaluate the toxic effects of As in Brassicaceae family,
seeds of Brassica oleraceae L., Raphanus sativus, Brassica oleraceae var.
capitata, Brassica oleraceae var. italica and Brassica juncea L. (Czern.) were
germinated in metalloid presence. The experimental design was completely
randomized with four treatments: control, 250 umol, 350 umol, and 450umol of
arsenic (Na;HAsO4.7H,0), six repetitions. Were evaluated: growth of plants, the
accumulation of As in roots and shoots, the morphological changes in roots and
leaves and morphometric analyzes in roots and leaves of B. Oleraceae L. And B.
juncea. There was uptake of the pollutant by the roots and low translocation to
shoots in four of the five species. All species showed reduced growth and
some showed accumulation of anthocyanins in leaves and stem.
Anatomically, there was no changein the leavesof four of the five
species studied, B. junceathe only species that showed damage. The root
system of the five species showed morphological changes due to the
presence metalloid. The morphometric analysis revealed the arsenic chance the
thickness and the proportions of tissues. The most dramatic results were observed

at higher concentrations. These date are relevant, specially in anatomical study.



INTRODUGAO

Quimicamente, metal pesado é definido como um grupo de elementos
situados entre o cobre e o chumbo na tabela periddica tendo pesos atdmicos entre
63,546 e 200,590 e densidade superior a 4,0 g/cm®. Sdo altamente reativos e
bioacumulaveis, ou seja, os organismos nao sao capazes de elimina-los.
Metal6ide € uma designagcao dos elementos quimicos que apresentam algumas,
mas nao todas, as propriedades fisicas de um metal, como o arsénio (Alloway,
1993; Corréa, 2006).

O arsénio € um poluente que ocorre naturalmente no ambiente, mas a sua
disponibilidade é aumentada em virtude de varias atividades antropicas, tendo a
mineracdo alta relevancia nesse cenario (Rai et al., 2011). No Brasil, o
Quadrilatero Ferrifero, situado no estado de Minas Gerais, constitui uma das
fontes naturais de contaminagao por As. Isto se deve ao intenso extrativismo de
ouro e outros metais, desde o final do século XVII e que perpetua até os dias
atuais. As origens do As nos sedimentos e nas aguas superficiais na regido se
devem a oxidagao natural das rochas e a atividade antropica, que se deu por meio
do langamento dos rejeitos da mineragao nas drenagens. Segundo estimativas de
Borba et al. (2000), a atividade antrépica provocou o langamento nos rios do
Quadrilatero Ferrifero de pelo menos 390.000 t de As ao longo de 300 anos de

mineragao.

O As é fitotdxico provocando, de forma geral, sintomas como: redugao no
crescimento da raiz e no acumulo da biomassa, necrose foliar, degradacéo da
clorofila com consequente diminuicao da taxa fotossintética (Panda et al., 2010;
Rai et al., 2011). Dentre os efeitos do As na estrutura das diferentes células dos
vegetais, pode-se citar: hipertrofia das células epidérmicas, alteragao no formato
dos tricomas, obliteracdo de elementos de vaso do xilema secundario, colapso
celular no apice radicular com retragdo do protoplasto, desorganizagdo do
mesofilo, colapso das células epidérmicas, além do acumulo de compostos

fendlicos no feixe vascular (Campos, 2011; Rai et al., 2011; Silva, 2008).
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Diversos autores investigaram essas alteragdes em diferentes espécies
vegetais, tanto de forma macroscopica quanto microscépica, sendo que as
mesmas podem ser utilizadas como parametros em estudos com poluicdo
(Campos et al., 2010; Sant’Anna-Santos et al., 2005; Silva et al.; 2005; Silva et al.,
2000).

A familia Brassicaceae € uma das maiores familias das Angiospermas. Seu
centro de origem e diversificagdo é a regiao mediterranea e sul da Europa (Gisbert
et al., 2006) e é constituida por cerca de 380 géneros e 3.700 espécies. Diversas
espécies desta familia sdo utilizadas na alimentacdo humana. O cultivo das
espécies em solo contaminado com arsénio pode levar a absor¢cédo e a
acumulacdo deste nas partes comestiveis, fazendo com que ele se insira na
cadeia alimentar, apresentando um potencial risco a saude humana e informagdes
sobre os danos morfolégicos nestas espécies podem contribuir para a melhor

compreensao dos efeitos provocados por este poluente nestes vegetais.

Desta forma, objetivou-se verificar o efeito do arsénio no crescimento e no
desenvolvimento de plantulas de couve, rabanete, brécolis, mostarda e repolho,
avaliando o acumulo de biomassa, a concentragdo do mesmo nos 6rgaos e as
alteragdes morfoldgicas induzidas, tanto na parte aérea quanto na raiz; além das
analises morfométricas dos foliolos e raizes de couve e mostarda. Este trabalho
também objetivou encontrar caracteristicas que possam contribuir para a
recomendagdo de alguma espécie para ser utilizada como bioindicadora de

ambientes contaminados por este metaldide.

2. Referencial Teodrico

Desde o inicio da civilizag&o, a polui¢gao tem sido parte da histéria humana.
No entanto, a revolugao industrial rapidamente intensificou este processo (Khan et
al., 2009; Yadav, 2010). Dentre os diversos poluentes, o arsénio tem causado
grande preocupacéo.

O arsénio é um metaldide de niumero atébmico 33, soélido, cristalino e de cor
acinzentada e que ocorre naturalmente no ambiente, sendo o vigésimo elemento

mais abundante na crosta terrestre (Lage et al., 2006; Rezanka & Sigler, 2008;



Sharma & Sohn, 2009). Existe, tanto na forma organica quanto inorganica, mas
nao em seu estado elementar (Ali et al., 2009; Hossain, 2006). Apresenta-se em
quatro estados de oxidagdo: As (V), As (lll), As (0) e As (-lll). As formas
inorganicas arsenato, As (V) e arsenito, As (lll) sdo as principais disponiveis no

solo e nas aguas (Mathews et al., 2010; Panda et al., 2010).

Cerca de 200 minerais possuem As em sua constituicdo. Frequentemente,
ele esta associado a enxofre em minerais como Arsenopirita (FeAsS) (Daus et al.,
2005; Matschullat et al.,, 2000; Zhao et al., 2010). A arsenopirita € um dos
principais minerais associados ao ouro, fazendo da minerag¢ao aurifera a principal
atividade antropica de liberagcédo deste poluente no ambiente. A atividade agricola,
a emissao veicular e o descarte de residuos industriais também contribuem para
dispersao do poluente, contaminando areas onde nao ha ocorréncia natural ou
intensificando sua presencga onde ele ocorre naturalmente (Ali et al., 2009; Dho et
al., 2010; Guala et al., 2010; Zhao et al., 2010).

No Brasil, o Quadrilatero Ferrifero, situado no estado de Minas Gerais,
constitui uma das fontes naturais de contaminacao por As. Isto se deve ao intenso
extrativismo de ouro e outros metais, desde o final do século XVII e que perpetua
até os dias atuais. As origens do As nos sedimentos e nas aguas superficiais na
regiao se devem a oxidagcao natural das rochas e a atividade antropica, que se
deu por meio do langamento dos rejeitos da mineragdo nas drenagens. Segundo
estimativas de Borba et al. (2000), a atividade antropica provocou o langamento
nos rios do Quadrilatero Ferrifero de, pelo menos 390.000 t de As ao longo de 300

anos de mineragao.

A disponibilidade e o potencial toxico deste metaldide no meio sao
influenciados por varios fatores que irdo interferir na migracdo deste como: o
potencial redox, o pH, o teor de matéria organica, a presenga de outros elementos
como o ferro e o fosforo (Clemente et al., 2008; Guala et al., 2010; Huang et al.,
2006; Pfeifer et al., 2007).

A poluigédo por As tem recebido muita aten¢gdo nos ultimos anos em virtude

dos seus efeitos na saude (Liu et al., 2010). A exposi¢céo crénica esta associada



ao aparecimento de numerosas doengas incluindo hiperqueratose, hipertenséo,
alteragdes neuroldgicas, disfun¢do renal, aumento na incidéncia da perda auditiva,
retardo mental e desordens no sistema cardiovascular (Caldwell et al., 2009;
Hossain et al., 2006; Kile et al., 2007; Sharma & Sohn, 2009; States et al., 2009;
Vahter, 2009; Zhang et al., 2003).

A Organizagdo Mundial de Saude classifica o As como um elemento
carcinogénico do grupo A, conhecido por causar cancer de pele, pulmao, bexiga,
podendo levar a morte (Hossain et al., 2006; Kile et al., 2007; Vahter, 2009; WHO,
2004). Ha evidéncias que o elemento pode interromper a expressao de diversos
genes, particularmente os envolvidos nas vias de transdugao de sinal, interferir na
divisdo celular, provocar disfungdes imunoldgicas e inibir os mecanismos de
reparo do DNA (Andrew et al., 2006; Avani & Rao, 2007). Durante a
embriogénese, provoca o atraso na maturagdo das células de Purkinje, além de

migracéao celular desordenada (Vahter, 2009).

Na Hungria, um alto numero de abortos espontaneos e natimortos foram
relatados em cidades com altas concentragbes de arsénio na agua (Borzsonyi et
al,, 1992). No norte do Chile, o indice de aborto espontaneo e a taxa de
mortalidade neonatal aumentaram durante o0 mesmo periodo em que a
concentragédo de arsénio na agua subiu de 90 para 800 pg/l (Hopenhayn-Rich et
al., 2000).

A principal via de contaminagdo humana por arsénio € através da agua que
€ um problema ocorrente em diversas regides do mundo (Liu et al., 2010; Pokhrel
& Viraraghavan, 2009; Wang et al., 2007). A Organizacdo Mundial de Saude,
define como limite de seguranca um valor maximo de 5 ug I de arsénio na agua,
mas em varios lugares os valores ultrapassam o recomendado, fazendo com que
mais de cem milndes de pessoas no mundo estejam expostas aos riscos
provocados por este agente (Vahter, 2009). Neste cenario, inclui-se Argentina,
Australia, Bangladesh, China, Estados Unidos, india e Italia (WHO, 2004).

Os solos e aguas contaminados com arsénio podem ser remediados

através de técnicas fisico-quimicas e bioldgicas. Os tratamentos fisico-quimicos



tradicionais como: escavagao e lavagem alteram as propriedades do solo algumas
vezes de forma irreversivel, destruindo a biodiversidade e s&o dispendiosas.

Dentre as técnicas de remediagao bioldgica, a utilizagdo de plantas constitui
uma alternativa viavel. Consiste no uso de plantas que, naturalmente ou através
da manipulagdo genética, tém habilidade de remover, transferir, estabilizar e/ou
degradarem os contaminantes de substratos sdélidos, liquidos ou gasosos (Khan,
2009; Padmavathiamma e Li, 2007; Pilon-Smits, 2005; Singh, 2007). As vantagens
consistem no fato do tratamento do local contaminado ocorrer in situ,
apresentando baixo custo, um menor impacto ambiental, além de diminuir a
exposi¢cao de humanos e outras formas de vida ao poluente (Khan et al., 2009;
Pilon-Smits, 2005; Singh, 2007).

Os resultados da fitorremediacdo sdo mais lentos que os métodos fisico-
quimicos existentes (Pilon-Smits, 2005), por isso é ideal que as espécies utilizadas
nessa técnica apresentem caracteristicas como o rapido crescimento, um ciclo de
vida curto e grande acumulo de biomassa, fatores estes que podem maximizar o
processo.

Segundo Padmavathiamma e Li, (2007); a fitorremediagdo pode ser
classificada em cinco categorias: fitoestabilizagao (uso de plantas para estabilizar
0 poluente no solo, seja por diminuir a erosdo deste ou por converter o
contaminante em suas formas menos disponiveis, mantendo-o associado a outros
elementos presentes junto do sistema radicular do vegetal). A fitoextragdo
(extracdo do poluente do substrato, acumulando-o nos tecidos vegetais). A
fitoestimulagdo (degradacao de poluentes organicos por organismos simbidticos
do sistema radicular do vegetal). A fitodegradacdo (degradagdo dos poluentes
organicos através de atividadade enzimatica da planta) e, por fim, a fitovolatizagdo
(consiste na extracdo do poluente do substrato e a posterior liberagcdo deste na
atmosfera pela volatilizagao).

Algumas espécies vegetais possuem habilidade de desenvolverem-se em
locais contaminados sem que os efeitos toxicos do As sejam visiveis, conseguindo
acumular consideraveis concentragdes do elemento em sua constituicdo. Essas
plantas séo classificadas como hiperacumuladoras, como ocorre principalmente

com as moniléfitas (Guala et al., 2010). Por definicdo, uma espécie é considerada
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hiperacumuladora, quando é capaz de acumular um ou mais elemento inorganico
cerca de cem vezes mais que outras espécies que se desenvolvem nas mesmas
condigdes. Isto significa que cerca de 1% da massa seca do vegetal € constituida
pelo poluente (Pilon-Smits, 2005).

Pteris vittata L. € uma moniléfita hiperacumuladora de arsénio. Ela tem
capacidade de armazenar e metabolizar o metaldide, tolerando seus efeitos
negativos. Estudos indicam que a espécie retira o arsenito (As Ill) e o arsenato (As
V) do solo pela raiz, os translocam até a parte aérea. Neste 6rgéo o As (V) é
reduzido em As (lll) e transportado para o vacuolo, onde é armazenado (Daus et
al., 2005; Feng et al., 2010; Mathews et al., 2010).

Em solos com elevado nivel de As, a forma arsenato € a que se encontra
mais disponivel (Smith et al., 2008). O arsenato comporta-se quimicamente de
forma analoga ao fésforo, fazendo com que ele seja incorporado pelas plantas
através de transportadores deste elemento. Uma vez dentro do citosol, ele
substitui o fosfato em diversas moléculas, como o ATP, formando um complexo

instavel ADP-As que altera o metabolismo celular (Panda et al., 2010).

Quando a disponibilidade de fésforo no meio aumenta, as plantas tornam-
se mais resistentes ao arsenato (Panda et al., 2010). Isso porque o fosfato € mais
eficientemente absorvido quando comparado ao arsenato. Levando em
consideragcao que os transportadores sdo os mesmos para ambos o0s elementos,
consequentemente, a concentragdo de arsenato dentro da célula tende a diminuir
(Pigna et al., 2009).

A primeira resposta das plantas a exposi¢cao ao arsénio € a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), as quais em excesso, causam estresse
oxidativo, provocando oxidagdo e modificagcdo dos aminoacidos, nas proteinas,
nas membranas e no DNA, comprometendo a viabilidade das células (Khan et al.,
2009; Rai et al., 2011; Yadav, 2010). Diversas adaptagdes sdo desenvolvidas
pelas plantas que minimizam os danos provocados pelo metaldide, possibilitando
a sobrevivéncia do organismo sob essas condigdes, como a sintese de
antioxidantes, que neutralizam as ROS e de fitoquelatinas, que formam complexos

com ions toxicos do citosol e os transportam para o vacuolo (Yadav, 2010).



As espécies vegetais sensiveis ao As sofrem alteragdes quando expostos
ao metaldide, apresentando sintomas como: reducdo da taxa fotossintética, em
virtude de danos ocorridos nos estdbmatos e no mesofilo, diminuicdo do
crescimento radicular, surgimento de areas necroticas, reducdo da biomassa e
senescéncia foliar (Gisbert et al., 2006; Panda et al., 2010; Pigna et al., 2009).

Em Borreria verticillata cultivadas em hidroponia, a exposi¢gao ao arsénio,
provocou necrose no apice radicular e inibicdo do crescimento de raizes laterais.
Morfologicamente, observou-se obliteragcdo de elementos de vaso do xilema
secundario e colapso celular no apice radicular (Campos, 2011). Nas folhas,
houve retragdo do protoplasto, além de desorganizagdo do mesofilo e colapso das
células epidérmicas (Silva, 2008). Em Cajanus cajan, regides cloréticas e
necroticas foram observadas nas folhas, além de alteragcbes morfolégicas nas
raizes como formato atipico das células do felogénio, formato assimétrico do
cambio e obliteracdo de elementos de vaso (Barbosa, 2009).

Em milho, a fixagdo de carbono em plantas tratadas com As diminuiu em
20% e a atividade do fotossistema Il também reduziu significativamente (Stoeva et
al., 2005). Stoeva et al., (2003/4) observaram a redugao na taxa fotossintética e
diminuigdo no nivel de transpiracdo em aveia, provavelmente por causa das
alteragdes na absor¢do e no transporte de agua causados por alteragbes no
sistema radicular.

Khan e colaboradores (2009), avaliando os efeitos da exposicdo de
Brassica juncea ao arsénio, verificaram que essa espécie, como mecanismo de
defesa, aumentou a produgdo de enzimas antioxidativas, o que garantiu a
tolerancia desta em solo contaminado com o poluente.

Brassicaceae € uma das maiores familias de Angiospermas. Originaria da
regido mediterranea e sul da Europa (Gisbert et al.,, 2006). Com cerca de 380
géneros e 3.700 espécies, apresenta maxima diversidade nessa area, tendo a
maioria dos membros concentrados em regides temperadas (Marzouk et al.,
2010). Varias espécies sao utilizadas na alimentagdo humana e, também, algumas
espécies sao utilizadas na fitoextracdo de metais pesados em substratos
contaminados (Gisbert et al., 2006; Lim et al., 2004; Quartacci et al., 2006). No

que diz respeito ao arsénio, ha estudos que indicam que as Brassicaceas



apresentam potencial para acumular e metaboliza-lo, em particular B. junceae B.

carinata (Karimi et al., 2009).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

Plantulas de cinco espécies: Brassica oleraceae L. (couve); Raphanus
sativus (rabanate); Brassica oleraceae var. capitata (repolho); Brassica oleraceae
var. italica (brécolis) e Brassica juncea (L.) Czern. (mostarda) foram utilizadas no
presente estudo. As sementes foram desinfectadas superficialmente com solucéo
de hipoclorito de sodio a 5%, durante 1 minuto e posteriormente lavadas em agua
destilada. Trés sementes foram postas para germinar em tubos de ensaio,
contendo 28 ml de meio de cultura solido, contendo 10ml/l de solugdo de
macronutrientes, 1ml/l de solucdo de micronutrientes e 1ml/l de cloreto férrico,
sendo que a composicado da solugao estoque esta descrita na Tabela 1. O pH do
meio foi ajustado para 7,0. As pléntulas foram cultivadas por doze dias em
ambiente apropriado com temperatura de 25 + 2°C, luminosidade de 230 pE s m?
e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo: controle, 250 uMol, 350
MMol e 450 uMol de As na forma de arseniato de sodio (Na;HAsO4.7H,0) e seis
repeticoes. O experimento foi conduzido no Laboratério de Biofisica do

Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (figura 1).
3.2. Avaliagao visual e de crescimento das plantulas

Para avaliar as possiveis alteragdes visuais, tanto a parte aérea como as
raizes das plantulas foram observadas diariamente. Apos o periodo experimental,
as plantulas foram retiradas do meio de cultura, as raizes foram lavadas com agua
destilada e procedeu-se a ultima analise visual, quando entdo as mesmas foram
fotografadas (maquina fotografica digital modelo Cyber-Shot DSC-W310, Sony
Corporation, Japao) A parte aérea e raiz principal de cada plantula foram medidas,
sendo que a parte aérea foi definida como sendo do inicio do caule até a insergéo

dos foliolos.



3.3. Concentracao de As na matéria seca

Para a quantificagdo do teor de arsénio na matéria seca, raizes e parte
aérea das platulas foram previamente separadas e secas em estufa com
ventilacio forcada a 65°C até peso constante. Posteriormente, as amostras foram
adicionadas em erlemeyers contendo 3 ml de solugdo nitroperclorica 2:1 e
mantidas em pré-digestdo a temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas
(Tedesco et al., 1995). Em seguida, foram transferidas para placa digestora com
temperatura controlada, 30 minutos a 50°C, a seguir por 30 minutos a 100°C e,
finalmente, a 150°C até a completa digestdo da matéria organica. Amostras
contendo apenas a solugcao nitroperclérica foram utilizadas como controle no
processo de digestdo. Apos o resfriamento, o conteudo foi diluido para 25 ml com
agua deionizada e a solugao final foi utilizada para estimar a concentragao de As
por espectrofotdmetria de absorgdo atdmica (modelo Spectr AA220, Varian
Medical Systems, Inc., USA). O contetido de arsénio foi expresso em nug.g~ de

peso seco.
3.4. Analise morfolégica

Amostras da regido mediana e da margem dos foliolos cotiledonares e
amostras das raizes principais das plantulas dos diferentes tratamentos foram
coletados e processadas para analise morfolégica. Os materiais biologicos foram
fixados em solugdo contendo 4% paraformaldeido 2,5% de glutaraldeido em
tampao fosfato, pH 7,0 (Karnovsky 1965, modificado). Apds 24 horas, as amostras
foram lavadas em solugdo tampao, agua destilada e a seguir desidratadas em
série etilica crescente e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments
Heidelberg, Alemanha). Os blocos foram submetidos a microtomia (Micrétomo
Modelo RM2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) e foram obtidos cortes
transversais com 5 um de espessura. As laminas com os cortes foram colocadas
em placa aquecedora a 40°C por cerca de uma hora e a seguir foram corados com
azul de toluidina a 0.05%, pH 4,7 (O’Brien e McCully,1981). Ap6s secagem ao ar,
as laminas foram montadas em Eukitt (Eukitt Mounting Medium, Sigma-Aldrich
Corporation, USA) e fotografadas em microscopio de luz (modelo AX70RF,

Olympus Optical, Téquio, Japao), equipado com sistema fotografico U-Photo,
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camera digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments
inc. New York, USA), do Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

As analises micromorfométricas foram realizadas em duas das cinco
espécies estudadas, sendo estas couve e mostarda. Os cortes foram analisados
em microscépio de luz e fotografados em microscépio de luz (modelo AX70RF,
Olympus Optical, Toéquio, Japédo), equipado com sistema fotografico U-Photo,
camera digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments
inc. New York, USA) do Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

Os seguintes parametros foram considerados para esta analise: espessura
do limbo, do mesofilo e a altura das células epidérmicas das faces abaxial e
adaxial dos foliolos. Na raiz foram considerados os seguintes paréametros: o
volume ocupado pelo cilindro vascular, o volume do cortex e da epiderme e o
volume final do 6rgdo. Para cada parametro avaliado de cada tratamento, foram
obtidas 108 medigdes.

3.5. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com base no delineamento
inteiramente casualizado, considerando o esquema fatorial 5X4, ou seja, cinco
espécies e quatro tratamentos, sendo cada tratamento repetido seis vezes. A
parcela experimental foi representada por um tubo de ensaio contendo trés
individuos.

Para as analises morfométricas foi utilizado o programa de analise de
imagens AnatiQuanti (Aguiar et al., 2007)

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), empregando-
se o programa SAEG - Sistema de Anadlises Estatisticas e Genéticas da UFV
(Euclydes, 1983), e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS

4.1. Morfologia visual e analise do crescimento
Pela analise visual, verifica-se que houve comprometimento no crescimento
das plantulas das diferentes espécies estudadas, com redugédo do comprimento,

principalmente da raiz (Tabela 2, figura 2). Na parte aérea, ndo foi possivel
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identificar alteragdes visuais no comprimento das mesmas (Tabela 2 ). Nao foi
observada areas necrosadas ou de manchas nos foliolos que pudessem indicar
um dano direto da presenca do arsénio, bem como para as raizes. As raizes
encontravam-se brancas, com textura rigida e os foliolos totalmente expandidos e
com coloragdo normal. Nos foliolos e caule de couve, rabanete e repolho foi
possivel observar acumulo de antocianinas, evidenciado pela coloragao arroxeada
tipica da presencga deste pigmento.

As pléantulas de couve, rabanete, brocolis, repolho comportaram-se de
forma muito semelhante, ou seja, todas tiveram o crescimento das raizes

comprometido proporcionalmente as concentragdes de As utilizadas (Figura 2).

4.2. Teor de arsénio nos 6rgaos

A concentracao de As nas raizes e na parte aérea das plantulas aumentou
com o incremento do nivel de arsénio no meio de cultura (Figuras 6 e 7). Das
cinco espécies estudadas, couve, brocolis e mostarda, houve um maior acumulo
de arsénio nas raizes do que as especies repolho e rabanete, criando com isto
dois grupos distintos. Com relacdo a concentragdo de As na parte aérea, os
resultados sdo bem distintos dos verificados para as raizes, sendo que as que
apresentaram maiores teores do metaléide foram couve e repolho, demonstrando
que houve uma maior translocacao nestas duas espécies.

Brassica oleraceae L. (couve) foi a espécie que mais acumulou arsénio nas
raizes e a que mais translocou para a parte aérea em relagdo as demais espécies
estudadas. Também apresentou comprometimento no crescimento das raizes a

medida que aumentou a concentragc&o do poluente (Figuras 6 e 7).

4.3. Alteragoes morfolégicas

As espécies avaliadas neste experimento apresentam caracteristicas
morfologicas bastante similares. Os foliolos possuem epiderme unisseriada e
com estomatos presentes em ambas as faces sendo, portanto, anfiestomaticos. O
mesofilo € homogénio, com oito a dez camadas de células justapostas. Em

algumas espécies, houve o desenvolvimento de meatos. As raizes apresentam
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anatomia tipica de eudicotiledéneas com epiderme, cértex e cilindro vascular bem
delimitado, sendo que a endoderme e o periciclo sdo bem visiveis.

Das cinco espécies avaliadas, Brassica juncea (mostarda) foi a unica que
apresentou alteragées morfoldgicas nos foliolos. As células epidérmicas sofreram
hipertrofia (Figuras 3C 3D e 3E), ou ficaram colapsadas (Figura 3B). O mesofilo
também apresentou células colapsadas (Figura 3D). Houve uma reducdo da
espessura do limbo (Figura 3B).

O sistema radicular de todas as espécies apresentou alteragdes apds o
periodo de tratamento. Em rabanete, as células da epiderme apresentaram-se
colapsadas em algumas regides (Figura 4J) e em outras, ocorreram achatamentos
que formaram invaginagdes no tecido (Figura 5F). Além disso, no cortex, houve
retracdo do protoplasto e plasmolise das células, ficando, em algumas regides,
diversas camadas inteiramente colapsadas (Figura 4J).

Na raiz de mostarda e repolho a epiderme sofreu alteracbes devido a
presenca do metaléide. Em repolho, houve hipertrofia (Figura 5D) e em mostarda,
foi possivel observar retracdo do protoplasto (Figura 5E)

Embora nado tenha sido notada plasmoélise ou hipertrofia celular, como nas
especies anteriores, nas plantulas de brocolis, as células do cértex apresentaram-
se com morfologia alterada na presenga do arsénio, o que favoreceu o
aparecimento de meatos, além de retragao do protoplasto (Figuras 4H e 41).

Na endoderme de couve e repolho houve plasmolise (Figuras 4F e 4G).
Em brdcolis, as células da endoderme apresentaram-se fortemente coradas pelo
azul de toluidina e com uma conformacao diferente do controle (Figura 41).

No cilindro vascular de couve, rabanete, repolho e brdocolis foi possivel
observar alteracbes na morfologia do floema. Em algumas regides, as ceélulas
encontraram-se totalmente colapsadas (Figuras 4F, 4J, 4G e 41).

As analises micromorfométricas realizadas nos 6rgaos das plantulas de
couve indicaram que na raiz a maior concentracao de arsénio, promoveu o
aumento do volume do cértex. Nos foliolos, as duas faces da epiderme reduziram
seus volumes, o mesofilo aumentou de tamanho, o que favoreceu o aumento da

espessura final do limbo (Tabelas 3 e tabela 4).
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Na raiz de mostarda, a epiderme apresentou-se mais espessa na maior
dose de arsénio utilizada, enquanto o cortex e cilindro vascular retrairam,
favorecendo a diminuicdo do volume final do 6rgao (Tabela 5). Nos foliolos, o
mesofilo diminuiu de tamanho o que contribuiu para redugdo da espessura do
limbo foliar (Tabela 6).

5. DISCUSSAO

Para o estabelecimento das diferentes concentragbes de arsénio, bem
como o tempo de condugéo do experimento utilizados no presente trabalho, foram
tomados por base os conhecimentos acumulados na literatura, de resultados
obtidos em experimentos anteriores por Dornelas, 2002 e dados obtidos com
experimentos preliminares. A escolha destas espécies se justifica pela facil
obtengcao de sementes, rapido crescimento e principalmente, pelo fato de serem
plantas amplamente utilizadas na alimentagdo humana, além de serem escassos
os dados sobre alteragbes morfolégicas nas mesmas.

As cinco espécies por pertencerem a mesma familia e estarem em estadio
inicial de desenvolvimento, apresentam uma morfologia muito semelhante. As
alteragdes decorrentes dos tratamentos também s&o similares entre elas.

A sensibilidade de vegetais a metais pesados e metaldides esta relacionada
nao so a concentragao utilizada e ao tempo de exposi¢cdo, mas também ao estadio
de desenvolvimento, de forma que organismos em fase inicial de desenvolvimento
estdo mais susceptiveis aos efeitos téxicos, por ndo apresentarem seus
mecanismos de defesa completamente desenvolvidos (Chaves et al., 2002; Liu et
al., 2005), além de outras variaveis como caracteristicas do solo e ritmo de
crescimento das plantas, conforme apontado por Silva et al., 2000.

Com base nos dados obtidos no presente trabalho é possivel afirmar que
as espécies estudadas sdo sensiveis as concentracdes crescentes de arsénio,
considerando as condigdes experimentais empregadas.

O crescimento das plantulas foi afetado pela presenca do metaloide, sendo
que todas as espécies responderam as concentragdes crescentes de As, exceto
mostarda. As demais, quanto maior a dose de arsénio aplicada, menor foi o

crescimento, o que condiz com experimentos anteriores que afirmam que o
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poluente atua sobre o crescimento das plantulas, sendo este um dos sintomas de
toxicidade (Kile et al., 2007).

Os resultados obtidos revelam que a injuria causada por arsénio néo se
restringe apenas a sintomas visuais, mas também induzindo alteragbes estruturais
nas células, afetando os tecidos dos diferentes 6rgaos dos vegetais, reforgcando a
importancia de estudos anatbmicos para a compreensdo dos mecanismos de
toxicidade deste metaldide.

Visualmente, na parte aérea o que se verificou foi redugao no crescimento e
acumulo de antocianina em algumas espécies. E possivel que um tempo maior de
exposicao possa resultar em outros danos, além do foi detectado na estrutura dos
tecidos dos diferentes érgaos.

Das cinco espécies estudadas, a couve foi a que mais se destacou dentre
elas. Além de uma acumulagao elevada nas raizes, também transloucou grande
quantidade de As para a parte aérea. Este resultado é bastante significativo, ndo
s6 do ponto de vista cientifico, mas pratico, pois se trata de uma planta
amplamente cultivada na grande maioria dos quintais e o consumo e alimentos
contaminados insere o As na cadeia alimentar, colocando os organismos expostos
aos maleficios que ele oferece.

Como indicadora de ambiente contaminado por arsénio, esta espécie,
quando comparada com as demais estudadas, apresenta uma superioridade, pois
além dos danos visuais como alteragdes no crescimento, acumulam quantidade
expressiva de antocianina, tanto nos foliolos quanto no caule. Esta ultima
caracteristica poderia ser um indicativo para ser utilizado em bioensaios.

Os danos anatémicos encontrados nos foliolos de mostarda foram
causados indiretamente pelo arsénio, isso porque essa espécie, como as demais,
transloucou concentracbes muito baixas do poluente para parte aérea, ficando
este retido principalmente nas raizes, o que condiz com a auséncia de alteracdes
nos foliolos de couve, rabanete, brocolis e repolho. As alteragcdes no sistema
radicular de mostarda provavelmente foram suficientes para alterar a absorcéo e a
translocagcdao de agua pelo corpo do vegetal, fazendo com que os foliolos

apresentassem, anatomicamente, sintomas de déficit hidrico, como exemplo, a
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perda de turgor das células do mesofilo, fazendo com que elas adquirissem um
aspecto plasmolizado.

Dados semelhantes sdo descritos na literatura como Campos (2011), que
correlacionou o sintoma de murcha obtido em uma das populagbes de Borreria
verticillata analisada frente a exposicdo ao arsénio como dano indireto,
possivelmente causado por déficit hidrico, em virtude dos danos radiculares. Silva
(2008) associou este sintoma com a redugao da conduténcia estomatica e da taxa
fotossintética nessas plantas.

O fosfato é facilmente substituido pelo arsenato em varios processos
bioquimicos, comprometendo diversas fungdes celulares, podendo se associar ao
ADP, o qual se torna instavel na forma ADP-As (Panda et al., 2010). Em caso de
um comprometimento na sintese de ATP, a entrada de agua via raiz pode ficar
comprometida, visto que a absor¢ado de agua pela raiz se da em virtude de um
potencial osmoético negativo, dependente da entrada de diversos ions de forma
ativa para as células, ou seja, com gastos elevados de ATP, direta ou
indiretamente (Alberts, 2010), o que pode explicar o aspecto plasmolizado das

células cortex das plantulas estudadas.

O arsénio acumula-se majoritariamente em folhas mais velhas (Chaves et
al., 2002; Kabata-Pendias & Pendias, 2001), seguindo uma ordem preferencial de
raiz, folha velha, folha jovem, caule, sementes e frutos (Hartley e Lepp, 2008).
Como o ciclo de vida destas plantas foi muito curto, em razdo das condigdes
experimentais, pouco se pode inferir quanto ao comportamento referente a
acumulacdo de As em folhas velhas. Estudos futuros com todo o ciclo de vida do
vegetal sdo esséncias para o entendimento do comportamento do metaldide
especialmente nas folhas mais velhas visto que elas sao utilizadas na alimentagao
humana.

A retracdo do protoplasto antecede o colapso celular (Sant’Anna-Santos et
al., 2007). A retragao do protoplasto nao foi observada em repolho, sendo que as
células apresentaram-se com formato alterado, com completo colapso no cortex e
da endoderme, o que sugere que tempo de exposigdo ao poluente foi suficiente

para induzir alteragdes de forma mais rapida nesta espécie em relacido as demais.
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As alteragdes encontradas na anatomia radicular das cinco espécies
podem ser consideradas severas. Provavelmente, se o tempo de exposi¢cao fosse
maior, com as concentrag¢des utilizadas, os danos seriam ainda mais severos o
que poderia ocasionar maiores disfuncdes para o vegetal.

A sensibilidade ao As pode ainda esta relacionada a fatores genéticos,
através dos quais cada espécie desenvolveu mecanismos adaptativos (Meharg e
Hartley-Whitaker, 2002; Zhao et al., 2010), fazendo com que cada espécie desse
experimento apresentassem alteragdes semelhantes mas com diferentes
intensidades.

As anadlises morfométricas realizadas nos foliolos e raizes de couve e
mostarda, mostrou-se pouco elucidativa. Embora ndo tenha ocorrido diferenga
significativa na maioria dos parametros analisados, é possivel inferir, em relacdo a
couve que O arsénio proporcionou na raiz, um aumento nas células epidérmicas,
nao significativo, no coértex e no feixe vascular e no foliolo, houve aumento da
espessura do limbo, em virtude da altura das células do mesofilo, ao passo que as

células de ambas as faces da epiderme reduziram de tamanho.

O aumento do volume final do coértex em couve pode ser explicado pela
hipertrofia observado em algumas células, as quais alteraram a conformagéo do
cértex, além de proporcionar o aparecimento de inUmeros meatos.

Nas raizes de mostarda por sua vez, houve aumento, nao significativo da
epiderme entre as doses intermediarias e controle e significantivo entre o controle
e a concentragao de 450 uMol. No cértex e no feixe vascular, por sua vez o que se
observou foi uma redugédo destes tecidos, apresentando diferencga significativa
mais uma vez entre o controle e a concentragdo mais elevada (450 uMol). Nos
foliolos desta espécie, na face adaxial da epiderme, houve aumento das células,
entretanto, na abaxial houve redugdo. No caso do mesofilo, 0 mesmo se tornou
mais compacto.

Isto pode néao ter relevancia do ponto de vista estatistico, porém ao nivel
celular, possivelmente deve acarretar grandes alteragdes fisiolégicas, dados estes
que néao foram objetos de estudo no presente trabalho.

Resultados mais conclusivos a cerca da sensibilidade dessas espécies ao

arsénio poderao ser obtidos no futuro com ensaios considerando o ciclo de vida
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completo destas espécies, além de dados fisioldgicos e bioquimicos, levando a
uma melhor compreensdo dos mecanismos de respostas ao arsénio.

Em termos agricolas, os resultados s&o relevantes, ja que todas as
espéecies sao cultivadas comercialmente em larga escala ou em pequenas areas,
no caso de agricultura urbana.

Das espécies estudadas, quatro tem a parte aérea comestivel e uma a raiz.
De posse do conhecimento da presenga de arsénio na parte aérea e na raiz das
plantulas, o presente trabalho serve de alerta, pois o arsénio tem efeito
acumulativo, significando que uma ingestao prolongada, mesmo que em pequenas
quantidades, pode resultar em danos importantes nos consumidores destas
espécies ao longo da vida.

6. CONCLUSOES

O arsénio, mesmo em concentragdes baixas e num curto periodo de

exposi¢ao, induz alteracdes no crescimento € na morfologia das raizes e da

parte aérea das plantulas das cinco espécies.

e Ocorreu uma retencao de As nas raizes das cinco espécies, ocorrendo uma
baixa translocagcao para a parte aérea, porém na couve, as concentragdes

foram maiores nos dois 6érgdos quando comparada com as demais.

e A raiz foi o 6rgao mais afetado pelas concentragdes crescentes de As em
todas as espécies, sendo que quanto maior a presenga do poluente, maior

o dano, tanto no crescimento quanto na morfologia.

e Nao foi detectada uma alteragdo anatbmica especifica que pudesse ser
empregada como um marcador para estudos com este poluente em

ambientes contaminados.

e Os dados obtidos com as analises micromorfométricas nao foram
suficientes para uma conclusdo mais especifica sobre as duas espécies

nestas condigbes experimentais.
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e A couve, potencialmente, apresenta caracteristicas que podem contribuir
para a indicagdo desta espécie para o uso em indicagdo de ambientes
contaminados por As, considerando o crescimento, o acumulo de

antocianina e o acumulo deste metaldide na parte aérea.

e Estudos futuros sdo necessarios com a contribuicdo da fisiologia e da
bioquimica para uma melhor compreensdo do comportamento destas

plantas submetidas ao estresse provocado pelo As.
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Tabela 1. Composicao das solucdes estoque de macro e micronutrientes
utilizadas para a preparacao do meio de cultura sélido para o cultivo das plantulas
(HELLER,1953).

Solugao estoque de macronutrientes

Composto Concentragao (g/l)
Cloreto de potassio 75

Nitrato de sodio 60

Sulfato de magnésio 25

Fosfato diacido de soédio 12,5
Cloreto de calcio 7.5

Solugao estoque de micronutrientes

Composto Concentracao (mg/l)
Sulfato de zinco hepta-hidratado 1.000

Acido boérico 1.000

Sulfato de manganés Il monohidratado 7,6

Cloreto de aluminio 30

Cloreto de niquel Il hexahidratado 30

lodeto de potassio 10

Cloreto de ferro heptahidratado 2.000

Agar 1.200
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Figura 1. Aspecto geral do experimento. A: Vlsao dos tubos de ensaio na sala de
crescimento. B: Detalhe de uma plantula de Raphanus sativus - rabanete
(controle). C, D, E e F: parcelas experimentais mostrando as plantulas de
Raphanus sativus no 1> 4°, 8° e 12° dia, respectivamente. Marcagdo vermelha
corresponde a 5 cm.
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Controle As 250pumol

As 350umol

As 450umol

Brassica oleraceae

Controle As 250pmol As 350umol As 450umol

Brassica oleraceae var. italica

Figura 2. Aspecto das plantulas de Brassica oleraceae e Brassica oleraceae

var. itlica no 12° dia. A - Controle; B - 250 umol; C - 350 umol e D - 450 pmol
de As.
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Figura 3. Cortes transversais de foliolos de B. juncea. A: controle. B a E: 450 uMol
de arsénio. B: seta grossa indica reducdo da espessura do limbo foliar C: (*)
descatacam células da epiderme hipertrofiadas na regido da nervura princiapal. D:
seta fina indica completa deformagdo das células do mesofilo. E: (*) destaca
células da epiderme hipertrofiadas na margem foliar. Es: estdmato. Ead: superficie
adaxial da epiderme, Eab: superficie abaxial da epiderme, Me: mesolifo. Fv: feixe
vascular.
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Figura 4. Raiz principal de plantulas de
capitata, B. oleraceae var. italica e R. sativus. A: B. oleraceae L. controle € E e
F submetidas a 450uMol de arsénio. B: B. oleraceae var. capitata controle e G
submetida a 450uMol de arsénio. C: B. oleraceae var. italica controle e H e |
submetida a 450uMol de arsénio. D: R. sativus controle e J submetidas a
350uMol de arsénio. Em E (*) indicam hipertrofia das células do cértex, F setas
pretas destacam alteragdo no formato das células do cértex e vermelha da
endoderme. Em G setas pretas indicam alteragdo no formato do floema e
cabeca de seta indica plasmodlise da célula da endoderme. H cabeca de seta
indica alteragdo no formato das células, (*) meatos e seta preta indica retragao
do protoplasto. | seta preta indica retragcao do protoplasto e (*) indica células do
floema fortemente coradas pelo azul de toluidina. J Seta preta indica colapso
das células da epiderme e (*) colapso das células do cortex.

25



Figura 5. Raiz principal de plantulas de B. oleraceae var. capitata, B. juncea, e R.
sativus. A: B. oleraceae var. capitata controle e D submetida a 450uMol de
arsénio. B: B. juncea controle e E: submetida a submetida a 450uMol de arsénio.
C: R. sativus controle e F submetida a 450uMol de arsénio. Em D seta preta indica
hipertrofia da célula epidérmica; em E seta preta indica retracdo do protoplasto e
em F cabeca de seta indica alteragcao das células epidérmicas.
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Tabela 2. Médias de altura em centimetros das plantulas de Brassica oleracea,
Raphanus sativus, Brassica oleracea var. capitata, Brassica oleracea var. Italica e
Brassica juncea, controle e nas concentragdes crescentes de arsénio.

Tratamento
. Raiz Parte aérea

Espécie

Controle 250 350 450 Controle 250 350 450
B.oleraceae 7.55a 465ab 4.63ab 2.98b 3.11a 2.56a 1.74a 1.56aY
R. sativus 9.61a 6.91b 5.70b 3.80c 5.61a 4.46a 3.13b 4.55ab

b

B.oleraceae 4.60a 2.97c 4.20b 1.20d 2.47ab 1.90b 2.30ab 2.60a
var. capitata
B.oleraceae 6.02a 3.20b 1.61c 3.17b 2.85a 1.79b 1.10b 1.58b
var. italica
B. juncea 2.97a 279a 3.32a 2098a 2.30a 235 1.97a 1.65a

UMédias seguidas pelas mesmas letras na horizontal ndo diferem entre si quando
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 7. Teor de As na matéria seca (mg g'1) na parte aérea das plantulas no
12° dia.
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Figura 6. Teor de As na matéria seca (mg g') na raiz das plantulas no 12°
dia.
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Tabela 3. Parametros micromorfométricos, expressos em um, da raiz de
plantulas de Brassica oleraceae L.

Doses de arsénio em uMol

Raiz
Controle 250 350 450
Epiderme 19.60a 18.38a 19.56a 19.643Y
Cortex 68.66b 60.29¢ 64.64bc 85.72a
Cilindro vascular 110.69a 98.41b 104.88ab 114.62a
Diametro total 269.09a 244.36b 253.80ab 287.61a

UMédias seguidas pela mesma letra minuscula na horizontal ndo diferem entre si,

quando comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 4. Parametros micromorfométricos, expressos em um, do foliolo de

plantulas de Brassica oleraceae L.

Doses de arsénio em pMol

Foliolo
Controle 250 350 450
Epiderme adaxial 28.56a 22.12b 28.51a 23.66b"Y
Mesofilo 318.27bc 295.25¢ 362.21a 343.18ab
Epiderme abaxial 36.08a 26.51c 31.53b 27.19¢
366.98bc 335.95¢ 411.97a 387.46ab

Espessura do limbo

YMédias seguidas pela mesma letra minuscula na horizontal ndo diferem entre
si, quando comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Parédmetros micromorfométricos, expressos em um, da raiz de

plantulas de Brassica juncea

Doses de arsénio em uMol

Raiz
Controle 250 350 450
Epiderme 23.48b 22.32b 23.14b 26.17aY
Cortex 135.00a 102.08¢ 92.84c 117.15b
Cilindro vascular 93.23a 66.61b 58.34c 69.66b
Diametro total 317.14a 271.07b 244.95¢ 292.66ab

YMédias seguidas pela mesma letra mindscula na horizontal ndo diferem entre

si, quando comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Parédmetros micromorfométricos, expressos em pum, do foliolo de

plantulas de Brassica juncea

Doses de arsénio em pMol

Foliolo
Controle 250 350 450
Epiderme adaxial 33.95a 34.96a 31.89a 34.88a"
Mesofilo 282.01a 251.91bc 266.16ab 228.23c
Epiderme abaxial 58.42a 65.92a 40.77a 42.31a
Espessura do limbo 350.22a 271.07b 327.26ab 293.61c

YMédias seguidas pela mesma letra mintscula na horizontal ndo diferem entre

si, quando comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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