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RESUMO

BARBOSA, Alice Pita. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2009. Efeitos
do arsénio em raizes de plantulas de Cajanus cajan (L.) DC (Fabaceae).
Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Co-orientadores: Renata Maria Strozi Alves Meira
e Rogério Ferreira Ribas.

A contaminacdo ambiental por arsénio (As) constitui um problema sério em varias
regibes do mundo, visto que este elemento apresenta elevada toxidade para os seres
vivos. Metodologias fisico-quimicas para deteccdo deste poluente no ambiente sdo
bastante laboriosas, sendo o uso de espécies vegetais sensiveis uma boa alternativa para
processos de bioindicacdo. Avaliagdes dos efeitos toxicos do As em raizes de plantulas
de Cajanus cajan (Fabaceae) foram realizadas ap6s exposicdo ao poluente. Para isso,
procedeu-se a analise do crescimento das raizes laterais e principal; caracterizacdo
anatdmica, incluindo analises micromorfométricas e histoquimica; e avaliacdo da
genotoxidade, por meio da determinacdo do indice mitdtico. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacdo, na Unidade de Crescimento de Plantas da
Universidade Federal de Vicosa. No primeiro experimento, plantulas de C. cajan foram
expostas, em solucdo nutritiva, as concentracdes de 0,0 e 1,5 mg L™ de As, na forma de
arsenato de sodio, durante dez dias consecutivos. No experimento posterior foram
utilizadas as concentragdes de 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™ de As e a exposicio teve
duracéo de trés dias. A sensibilidade de C. cajan foi confirmada. Verificou-se que o As
promoveu reducdo no crescimento da raiz principal e das laterais, estas Gltimas nédo
visualizadas no tratamento com 2,0 mg L™ de As. Contudo, microscopicamente, foi
possivel notar que os primoérdios foram formados, mas permaneceram retidos no cortex.
Notou-se que as raizes adquiriram aspecto gelatinoso e coloracdo escurecida com o
passar do tempo de exposicdo. Também foram detectados problemas na formacédo da
coifa e encurvamento do apice radicular. A anatomia mostrou ser uma ferramenta
eficiente na detecgéo da sensibilidade de C. cajan. Alteragcdes anatdbmicas mais severas,
como desintegracao tecidual, nas regides adjacentes as raizes laterais, na zona de
ramificacdo, sugerem que esta possa ser uma importante via de entrada do poluente.
Nessa mesma regido células do felogénio e do cambio apresentaram formato e planos de
divisdo incomuns, o que acarretou a formac&o de um xilema secundério assimétrico. Na

zona de alongamento foram observadas células com formato alterado, indicando perda
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de turgidez celular. O As promoveu aumento na propor¢cdo ocupada pelo cilindro
vascular, reducdo na proporcao de espacos intercelulares no cértex, em funcéo do maior
adensamento celular nessa regiao, e também reducéo na area, em seccao transversal, dos
elementos de vaso. O teste histoquimico revelou acimulo de compostos fendlicos na
regido do cilindro vascular e acimulo de pectinas ao redor da raiz, possivelmente em
funcdo da ocorréncia de alteracdes na composic¢do quimica e/ou da estrutura da parede
celular. A determinacdo do indice mitético nos apices radiculares evidenciou que 0 As
apresenta elevado grau de genotoxidade, uma vez que houve um decréscimo no nimero
de células em divisdo mit6tica com o incremento de As na solugdo nutritiva. Esse fator,
aliado a reducdo nas taxas de alongamento celular, observada nas células corticais, séo

fatores que explicam a reducdo nas taxas de crescimento radicular.



ABSTRACT

BARBOSA, Alice Pita. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march, 2009. Arsenic’s
effects in seedlings of Cajanus cajan (L.) DC (Fabaceae) roots. Adviser: Aristéa
Alves Azevedo. Co-advisers: Renata Maria Strozi Alves Meira and Rogério Ferreira
Ribas.

Environmental contamination by arsenic (As) is a serious problem in several regions of
the world due to the high toxicity of this element. Physical-chemical methods for
detection of this pollutant in the environment are quite laborious, and the use of
susceptible plant species as bioindicators should be a good alternative. Assessments to
the toxic effects of As in roots of seedlings of Cajanus cajan (Fabaceae) were
performed after exposure of this plant to the pollutant. Growth analysis were taken for
lateral and main roots, as well as anatomical characterization, including
micromorphometrical analysis, histochemistry, and assessment of genotoxicity via
mitotic index determination. The experiments were conducted under greenhouse
condition, at the Plant Growth Unit of the Universidade Federal de Vigosa. In the first
experiment, seedlings of C. cajan were grown for ten consecutive days in nutrient
solutions containing 0.0 and 1.5 mg L™ of As, in the form of sodium arsenate. In the
second experiment, seedlings were grown for three days, in nutrient solutions
containing 0.0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg L™ of As. The sensitivity of C. cajan was confirmed.
It promoted the reduction in growth of main and lateral roots. Lateral roots were not
even seen in the treatment containing 2.0 mg L™ of As. However, it was possible to
observe microscopically roots buts kept retained in the cortex. Moreover, roots showed
a gelatinous and dark appearance, which increased with time exposure. The cap and
bending of the root apex also showed developmental alterations. The anatomy technique
has proved to be an effective tool in detecting the sensitivity of C. cajan to As. Severe
anatomical changes, such as disintegration tissue, in particularly in the areas adjacent to
the lateral roots in the zone of branching, suggested that this pathway may be an
important route of entrance of the pollutant. In this same region, cells from the felogen
and the cambium showed uncommon division plans, which led to an asymmetric
secondary xylem. In the elongation cell zone it was observed cells of different shapes,
indicating loss of cell turgidez. It was observed an increase in the proportion occupied

by the vascular cylinder and a reduction in the proportion of intercellular spaces in the
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cortex due to a higher cells density in this region. It was also detected a reduction in
area of vessels elements, in cross section. The hystochemical test revealed accumulation
of phenolic compounds in the vascular cylinder and accumulation of pectins around the
root, possibly due to occurrence of changes in chemical composition and/or due to
structure of the cell wall. The determination of mitotic index in root apices showed that
As presents high degree of genotoxicity, since there was a decrease in the number of
cells in mitotic division with the increase of As in nutrient solution. This factor,
combined to the reduction in the rate of cell elongation observed in cortical cells, are
factors that explain the reduction in rates of root growth.
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INTRODUCAO GERAL

O arsénio (As) é um metal6ide cuja oxidacdo pode resultar em arsenato (As™),
arsenito (As™®) e arsina (As®) (Simon et al., 1999) e pode ocorrer tanto na forma
organica, quanto na inorganica (WHO, 2001). Geralmente, o grau de toxicidade de
diferentes formas de As segue a sequéncia: arsenito > arsenato > formas organicas,
como o acido monometilarsénico (MMA) e o &cido dimetilarsénico (DMA) (Adriano,
2001). O arsenato ¢é a forma predominante do As na natureza, visto que o arsenito é
facilmente oxidado pelo oxigénio atmosférico (Pepper et al., 1987). Vale ressaltar que a
forma elementar do As ndo ocorre naturalmente no ambiente e ndo é soldvel em agua
(WHO, 2001).

O As esta presente em mais de duzentos minerais, destacando-se o realgar
(AsS), ouropigmento (As,S3) e arsenopirita (FeAsS) (WHO, 2001; Mandal & Suzuki,
2002). Dessa forma, atividades antropogénicas, como a mineracdo de ouro, sdo as que
mais contribuem para a liberacdo de elevadas taxas de arsénio para o ambiente. A
mineragdo é uma das atividades econdémicas mais importantes no Brasil, tendo papel de
destaque no estado de Minas Gerais (Daus et al., 2005). Além da minerac¢do, atividades
agricolas e industriais, tais como aplicacdo de pesticidas (Folkes et al., 2001),
preservacdo de madeiras (Hingston et al., 2001), manufatura de vidro e fundicdo de
metais contribuem para o aumento dos niveis de As no ambiente (Smith et al., 1998).

Altas concentragbes de arsénio nos solos ocorrem naturalmente apenas
localmente; em areas industriais, 0 acumulo de elevadas concentracGes desse poluente
pode gerar grandes perturbacdes ambientais (Smith et al., 1998). Além disso, a
mobilidade do As ao longo do perfil do solo é minima, o que significa que o poluente é
mantido principalmente na superficie. Entretanto, quando o As é concentrado em
esgotos e aterros, ele se torna movel e se movimenta através dos aquiferos sedimentares,
contaminando as aguas subterraneas (Anawar et al., 2003; Bhattacharya et al., 2002;
Ahmed et al., 2004). Da mesma forma, a lixiviagdo de solos contaminados por As pode
favorecer sua entrada na cadeia tréfica (Mello et al., 2006), principalmente através da
ingestdo de agua contaminada, citada como a forma mais comum de contaminacao por
As no homem (Matschullat et al., 2000).



Elevados niveis de As sdo retidos nos 0ssos, pele, cabelos e unhas em humanos
expostos ao poluente por longos periodos de tempo, mesmo que em baixas
concentracfes (Mandal et al., 2003). O arsénio tem atraido a atencdo puablica, devido a
ocorréncia de contaminagdes em massa, observadas principalmente em paises asiaticos,
como Bangladeste e Mongolia, ocasionada pela ingestdo continua de 4gua contaminada,
causando varios tipos de cancer e dermatoses em milhdes de pessoas (Gontijo &
Bittencourt, 2005; Hopenhayn, 2006; Hossain, 2006).

O efeito tdxico do As também é observado em plantas e a sua fitotoxidade
depende, principalmente, da sua forma quimica, concentracdo no ambiente, duracdo da
exposicdo e do estado fisiologico da planta (Singh et al., 2007), além da presenca de
outros ions e de fatores intrinsecos da espécie (Gonzaga et al., 2006).

A absorcdo do arsenato pelas raizes pode ser fortemente influenciada pela
presenca de fosfato no substrato ou nas plantas, pois 0 arsenato é absorvido como um
analogo nédo-funcional do fosfato, o que os leva a competir fortemente entre si (Meharg
& Macnair, 1994; Pickering et al., 2000). A absorcdo do arsenito ocorre por meio de
transportadores de agua e glicerol, denominados “aquaporinas”, que sao proteinas
integrais de membrana altamente expressas em células de raizes (Otto & Kaldenhoff,
2000; Meharg & Jardine, 2003). Durante a absorcéo de agua, o arsenito é absorvido em
elevadas taxas de influxo, segundo a cinética de Michaelis-Menten (Abedin et al.,
2002).

O arsenito é mais toxico para as plantas que o arsenato, visto que ele reage com
o0 grupo sulfidrila (-SH) de enzimas e outras proteinas, levando a inibi¢do das funcgdes
celulares e morte celular (Delnomdedieu et al., 1993). A conversdo do arsenato em
arsenito no ambiente € muito comum. Em meios anaerobicos, o arsenato é facilmente
reduzido a arsenito, que é absorvido pelas raizes em taxas mais elevadas que o arsenato
(Abedin et al., 2002). Essa conversdao também ocorre no interior das células vegetais
(Bertolero et al., 1987; Carter, 1995) através de processos que podem envolver
mecanismos enzimaticos (e.g. arsenato redutases) e nao-enzimaticos (e.g. glutationa)
(Carter 1995).

A sensibilidade de espécies vegetais ao As € muito variada, sendo Cajanus cajan
(L.) DC (Fabaceae) uma espécie definida por Melo (2006), Felipe (2007) e Silva (2008)

como muito sensivel ao poluente. C. cajan, popularmente conhecido como feijao-
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guandu, € perene e possui porte arbustivo, sendo muito utilizado para melhorar a
fertilidade de solos degradados e compactados, visto que suas raizes reduzem o
adensamento das camadas compactadas do solo, favorecendo a infiltracdo de agua e
reduzindo a erosdo (Wong, 2003). E uma espécie originaria da Africa e amplamente

cultivada no Brasil, sendo suas sementes muito utilizadas na alimentagao.

JUSTIFICATIVA

A contaminacdo por As constitui num sério problema para a saide humana em
certas regides do estado de Minas Gerais (Matschullat et al., 2000; Daus et al., 2005),
devido a intensa atividade mineradora, e pode resultar em inGmeras patologias
cancerigenas e ndo-cancerigenas (Ahmad et al., 1997; Gontijo & Bittencourt, 2005;
Hopenhayn, 2006; Hossain, 2006).

Atualmente, o monitoramento da contaminacdo ambiental por As envolve
metodologias fisico-quimicas que, além de bastante laboriosas, apresentam alto custo.
Uma boa alternativa para o desenvolvimento de técnicas mais simples para esse fim é o
uso de espécies vegetais sensiveis em programas de biomonitoramento. Neste contexto,
a anatomia vegetal, aliada a outras metodologias, como a avalia¢do da sintomatologia e
de processos fisioldgicos, pode ser uma ferramenta muito eficiente, pois utiliza-se de
técnicas simples e economicamente vidveis em que alteragcdes anatdbmicas especificas
em plantas sensiveis indicam a presenca de determinado poluente no ambiente (Blamey
et al., 1986; Sresty & Madhava Rao, 1999; Silva et al., 2000; Fornasiero, 2003; Vitdria
et al., 2003, 2006; Sant’ Anna-Santos et al, 2006; Maksimovic et al., 2007). Contudo, a
escassez de estudos nessa linha de pesquisa impossibilita a adocdo dessa técnica em
areas contaminadas com As.

A espécie Cajanus cajan (Fabaceae) € promissora nos estudos sobre poluicdo
por As visto que é comprovadamente sensivel a este poluente, como demonstrado por
estudos recentes (Melo, 2006; Felipe, 2007; Silva, 2008). Além disso, é uma espécie
tropical que apresenta crescimento rapido, fator fundamental para a realizacdo de
experimentos curtos que demandam respostas rapidas das plantas ao poluente, como € o

caso do presente trabalho.



OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo objetivou avaliar: os efeitos do arsénio sobre as raizes de
plantulas de Cajanus cajan (Fabaceae), em diferentes estadios de desenvolvimento, por
meio de pardmetros macroscdpicos visuais e de crescimento; proceder "a caracterizacdo
anatdbmica e de genotoxidade e identificar possiveis biomarcadores da presenca de

arsénio no ambiente.
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Capitulo |

Efeitos do arsénio no crescimento e estrutura anatdmica de raizes de
plantulas de Cajanus cajan (Fabaceae)

Resumo: Raros sdo os trabalhos que se utilizam da anatomia vegetal, aliada a outras
técnicas, na avaliacdo da sensibilidade de espécies vegetais ao arsénio (As). Este estudo
objetivou caracterizar as respostas anatébmicas e de desenvolvimento de raizes de
plantulas de Cajanus cajan apds exposicdo ao As (0,0 e 1,5 mg L™ de As), em sistema
hidropdnico, durante dez dias consecutivos. Forma avaliados os efeitos do As sobre
parametros de crescimento e desenvolvimento radicular (comprimento da raiz principal
e das laterais e formacdo de raizes laterais) e, ao término da exposicdo, foram feitas
coletas para analises anatdmicas (qualitativas e quantitativas) em diferentes regiGes da
raiz principal. A exposi¢do ao As promoveu reducdo drastica nas taxas de alongamento
radicular, além do escurecimento das raizes e comprometimento na formag&o da coifa.
As alteracdes anatdbmicas foram mais evidentes na zona de ramificacdo, principalmente
préximo as raizes laterais. Geralmente, na regido do cdrtex onde um primérdio de raiz
lateral se desenvolvia, observou-se desintegracdo do tecido parenquimatico
circunvizinho a raiz lateral, resultando em um grande espaco vazio entre o clrtex e a
raiz recém-emitida. Foram detectadas alteracdes no padréo de divisdo celular e formato
das células do cdmbio e do felogénio, inclusive completa desintegracdo celular. A
atividade do cambio ndo foi homogénea, culminando na producdo desigual de xilema
secundario, o qual adquiriu um formato assimétrico. Alguns elementos de vaso
apresentaram-se obliterados, com as paredes extremamente sinuosas e aspecto
colapsado. Estas alteragfes indicam a interferéncia do As no processo de diferenciagio
celular. O acumulo de compostos fendlicos, principalmente no xilema e no floema
secundarios e, eventualmente, no cambio e no coértex, foi frequente. Nas demais regides
da raiz (zona pilifera e de alongamento) os danos foram menos severos e localizados,
principalmente, na periferia do 6rgdo. A epiderme apresentou sinais de deterioracao,
com células plasmolisadas, expondo o tecido parenquimatico do cortex, que apresentou
células com retracdo do protoplasto. Nestas regides, a analise micromorfométrica se
mostrou muito eficiente na deteccdo de alteracdes causadas pelo poluente. Observou-se
aumento no espago ocupado pelo cilindro vascular na raiz, além de grande reducéo na
proporcao de espacos intercelulares no cortex e reducdo na area em sec¢do transversal
ocupada pelos elementos de vaso do xilema secundario. Acredita-se que as alteracdes
em maior grau a zona de ramificacdo sejam consequéncia de um maior tempo em
contato com o poluente. Visto que as principais alteracbes ocorreram nas proximidades
das raizes laterais, sugere-se a regido de ramificacdo seja a principal via de entrada do
As nas raizes de C. cajan.

Palavras-chave: alteracdes anatomicas, diferenciagédo celular, micromorfometria.



Chapter |

Effects of arsenic on growth and anatomical structure of
seedlings’ roots of Cajanus cajan (Fabaceae)

Abstract: There are a small number of works that use plant anatomy, combined with
other techniques, to assess the sensitivity of plants to arsenic (As). This study aimed to
characterize anatomically the growth and development of roots of Cajanus cajan, after
exposure to As. Seedlings were grown in hydroponic system at different concentrations
of As (0.0 and 1.5 mg L-1 As). After ten days it was analyzed the length of main and
lateral roots, the formation of lateral roots and qualitative and quantitative anatomical
characteristics of samples collected from different regions of the main root. The
exposure to As promoted drastic reduction in the rate of root elongation, darkish of
roots and other alterations on the formation of root cap. The anatomical changes were
more evident along the branching areas, especially near the lateral roots. Generally, in
the cortex region where the lateral roots are developed, there was disintegration of
parenchymatous tissue surrounding the lateral root, resulting in a large empty space
between the root cortex and the newly-emited root. It was detected alterations in the
pattern of cell division and cell format of the cambium and the felogenium, till the
complete cell disintegration. The activity of the cambium was not homogeneous,
resulting in uneven production of secondary xylem, which acquired an asymmetrical
shape. Some tracheary elements were obliterated, showing sinuous walls and collapsed
appearance. These changes are evidences that As may interfere in the process of cell
differentiation. Moreover, accumulation of phenolic compounds, especially in the
secondary xylem and phloem and in cambium and cortex, was frequent. In other regions
of the root (hair and stretching zone) the damage was lesser severe, taking, primarily,
the organ periphery. The epidermis showed deterioration signs, with plasmolysed cells,
exposing the parenchymatous tissue in the cortex, which showed cells with protoplast
retraction. In these regions, the micromorphometrical analysis was extremely efficient
to detect changes caused by the pollutant. There was also an increase of the space
occupied by the root vascular cylinder, a large reduction in the proportion of
intercellular spaces in the cortex and a reduction in area of cross section occupied by the
vessel elements of secondary xylem. It is believed that the changes have affected in a
greater degree the branching zone because it was in contact to the pollutant for a longer
time. Since the main changes occurred in the vicinity of lateral roots, it is suggested that
these are the main route of As entrance in the roots of C. cajan.

Keywords: anatomical alterations, cell differentiation, micromorphometry.



INTRODUCAO

Apesar do arsénio (As) ocorrer naturalmente no ambiente (Mandal & Suzuki,
2002), sua disponibilidade ¢ aumentada por uma variedade de atividades antrdpicas,
principalmente as mineradoras, contaminando o solo e a agua (Borba et al., 2004;
Gontijo & Bittencourt, 2005). Desta forma, o As pode ser repassado aos seres humanos,
através da ingestdo de dgua contaminada (Smith et al., 2000; Hopenhayn, 2006) e pela
cadeia alimentar (Meharg & Rahman, 2003; Meharg, 2004), causando inumeras
patologias cancerigenas (Jager & Ostosky-Wegman, 1997) e ndo cancerigenas (Das et
al., 1995).

Na maioria das plantas, a raiz é o ponto de contato direto com o As em areas
contaminadas e a avaliagdo dos processos ocorrentes neste 6rgao auxilia o entendimento
de como as plantas respondem aos poluentes (Hartley-Whitaker et al., 2001). Na raiz
ocorre a absorcdo e o maior acumulo do poluente, visto que sua taxa de translocacédo
para a parte aérea é, geralmente, baixa, como j& demonstrado para Cajanus cajan
(Felipe, 2007; Silva, 2008). A similaridade quimica do arsenato com o fosfato € um
fator chave que facilita a absor¢ao do primeiro, permitindo que esse afete severamente o
crescimento e o desenvolvimento de plantas, como resultado de desordens bioquimicas
e fisioldgicas (Hartley-Whitaker et al., 2001; Li et al., 2006; Singh et al., 2007). Além
disso, a facil conversdo do arsenito em arsenato, tanto no meio ambiente (em condigdes
anaerobicas) (Abedin et al., 2002) quanto no interior da célula vegetal (Carter, 1995),
também contribui para o aumento da fitotoxidade deste poluente (Delnomdedieu et al.,
1993).

Estudos estruturais e ultra-estruturais podem ser Gteis na avaliacdo de danos
causados por poluentes em plantas, uma vez que é possivel a identificacdo de alteracdes
estruturais antes mesmo de se detectar retardamento nas taxas de crescimento em
plantas de areas contaminadas (Paivoke, 1983a). Alguns autores utilizaram-se da
anatomia vegetal, geralmente em conjunto com a sintomatologia, para avaliar os efeitos
fitotoxicos de poluentes, tais como o cadmio (Vitéria et al., 2003, 2006), o fldor (Silva
et al., 2000; Fornasiero, 2003; Sant’ Anna-Santos et al., 2006), 0 manganés (Blamey et
al., 1986), o niquel e o zinco (Sresty & Madhava Rao, 1999). Vale acrescentar que,

além da caracterizacdo anatbmica (qualitativa), andlises micromorfométricas
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(quantitativas) tém sido eficazes na avaliacdo dos efeitos fitotoxicos de poluentes,
principalmente nas regifes do vegetal que ndo apresentam sintomas visiveis
(Sant’ Anna-Santos, 2008; Silva, 2008).

Tratando-se especificamente do As, raros sdo os estudos que relataram o uso da
anatomia vegetal como ferramenta na avaliagdo dos danos causados por esse elemento
nas plantas. Alguns trabalhos descreveram os efeitos do As sobre a anatomia de plantas,
podendo-se citar: alteracdes nas células epidérmicas e parenquimaticas do cértex, bem
como na diferenciagdo e organizagdo de elementos condutores e da endoderme de raizes
de Pisum sativum (P&ivoke, 1983b); alteragcdes ultra-estruturais nas mitocondrias de
elementos condutores de raizes de rabanete (Simon et al., 2000); alteracdes ultra-
estruturais em cloroplastos de folhas de Pteris vitata, espécie hiperacumuladora de As
(Li et al., 2006); alteracbes nas células parenquimaticas do cortex da raiz e na
diferenciagdo celular dos elementos de vaso de Phaseolus aureus (Singh et al., 2007).
Também vale destacar que sdo escassos na literatura registros sobre os efeitos do As em
raizes de plantulas.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve por objetivos: verificar os efeitos do
arsénio no desenvolvimento e crescimento radicular inicial; caracterizar e quantificar os
possiveis danos causados por este poluente na anatomia de raizes de plantulas de C.
cajan, espécie sensivel ao As; identificar um possivel marcador estrutural que, em
conjunto com a sintomatologia, possa ser utilizado em processos de bioindicacdo

ambiental.

MATERIAL E METODOS

Condigdes de cultivo e delineamento experimental

Foram utilizadas plantulas de Cajanus cajan (L.) DC (Fabaceae), obtidas a partir
da germinacdo de sementes fornecidas pelo Centro Nacional de Pesquisa em Milho e
Sorgo (Embrapa — CNPMS). Sementes com forma e tamanho homogéneos foram
desinfectadas com solucéo de hipoclorito de s6dio 1%, durante cinco minutos, lavadas

com &gua deionizada e semeadas em areia lavada, a 1,5 cm de profundidade. Para
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exposicdo ao arsénio (As) (Figura 1), plantulas com sete dias de idade, com raiz
principal de aproximadamente 4,0 cm de comprimento e primeiro par de folhas simples
em inicio de expansdo, foram transferidas da areia para frascos, com 0,7 L de
capacidade, contendo solucdo nutritiva (Hoagland & Arnon, 1938) a meia-forca inica,
pH 6,0, com sistema de aeracdo. A exposicdo ao poluente teve inicio imediatamente
apos a transferéncia das plantulas para os recipientes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos
e cinco repeticdes cada, tendo-se colocado um planta por recipiente. No tratamento
controle utilizou-se somente solucéo nutritiva e no tratamento com 1,5 mg L™ de As
adicionou-se arsenato de sodio (Na;,HAsO,). A escolha desta concentracdo de As
baseou-se nos resultados de Felipe (2007), que expds C. cajan a doses crescentes deste
poluente e verificou que 1,50 mg L™ foi suficiente para causar alteracdes em parametros
fisioldgicos, incluindo o crescimento radicular.

As plantulas foram cultivadas em solucéo, por dez dias consecutivos, em casa de
vegetacdo da Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), e durante este periodo realizou-se o registro fotografico das raizes. Vale
ressaltar que todo o residuo de As resultante do experimento foi precipitado com uma
base forte (NaOH) e o sobrenadante (sem As) evaporado de modo a se obter uma pasta

concentrada, com volume reduzido, destinada a incineracéo.
Crescimento e desenvolvimento radicular

A fim de avaliar os efeitos do As nas taxas de crescimento radicular, mensurou-
se, durante os dez dias de experimento, a cada dois dias, 0 comprimento das raizes
principais e das trés maiores raizes laterais das plantulas de C. cajan, com auxilio de
régua milimetrada. Da mesma forma, contou-se 0 nimero de raizes laterais presentes ao
longo de toda a extensdo da raiz principal de cada planta, a cada dois dias, para deteccao
de possiveis alteragdes nas taxas de emissdo de raizes laterais. A partir destes dados,
calculou-se o percentual de reducdo nas taxas de crescimento das raizes laterais e
principal. Ressalta-se que, imediatamente ap0s as medicdes, as plantulas retornavam

para o seu respectivo recipiente, para medicdes subsequentes.
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Apdbs os dez dias de exposicdo ao elemento, antes da coleta para as demais
analises, os apices radiculares foram observados sob estereomicroscopio (modelo Stemi
2000-C, Carl Zeiss), com o intuito de verificar a ocorréncia de alteracdes na

conformacdo do apice radicular como um todo e, especificamente, da coifa.

Anélises anatbmicas

Para as andlises anatémicas, foram avaliadas as diferentes regifes da raiz
principal das plantulas de C. cajan: zona de ramificacdo (ZR), zona pilifera (ZP), zona
de alongamento (ZA) e coifa. As andlises do laminario foram conduzidas no laboratério
de Anatomia Vegetal da UFV e a documentacao fotografica obtida em fotomicroscopio
(modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com sistema U-Photo,
com camera digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., Nova
lorque, EUA) e microcomputador acoplados.

Fragmentos com 0,5 cm de comprimento de ZA, ZP e ZR foram coletados e
fixados em glutaraldeido (2,5%), parafolmaldeido (4%) em tampéo cacodilato de sodio,
pH 7,2, acrescido de cloreto de célcio 5 mM (Karnovsky, 1965). Apds desidratacdo em
série etilica, os fragmentos foram incluidos em metacrilato (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha), para a obtencdo de cortes transversais e
longitudinais, com 5 um de espessura, em microtomo rotativo de avango automatico
(modelo RM 2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Os cortes foram corados
com azul de Toluidina/pH=4,0 (O’Brien & McCully, 1981) e montados entre lamina e
laminula, utilizando-se Permount (Fisher Scientific) como meio de montagem.

Foram realizadas analises qualitativas (caracterizacdo anatdmica) e quantitativas
(micromorfometria). Nas analises quantitativas mensurou-se a propor¢do ocupada pelo
cilindro vascular na raiz (duas medig¢Oes perpendiculares em cada corte, para obtencédo
de média) e a area ocupada pelos espacos intercelulares no cortex, ambos em seccéo
transversal. Avaliou-se também a &rea, em seccdo transversal, dos trés maiores
elementos de vaso. As andlises foram conduzidas com o auxilio do programa de analise
de imagens Image Pro-Plus versdo 4.1 para Windows® (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD, EUA). Para cada andlise citada, foram utilizadas quatro repeticGes para
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cada uma das trés regides amostradas (ZA, ZP e ZR). Para cada uma das regides foram

amostradas trés laminas, e trés cortes em cada lamina, para as medicdes.

Analises estatisticas

As médias referentes as analises micromorfométricas e de crescimento radicular
foram submetidas a analise de variancia e comparacdo das médias pelo teste de Tukey,
em nivel de 5% de significancia, empregando-se o programa SAEG - Sistema de
Anélises Estatisticas e Genéticas da UFV (Euclydes, 1983).

RESULTADOS

Efeitos do arsénio no crescimento e desenvolvimento radicular

Verificou-se que o As apresentou influéncia sobre as taxas de alongamento
radicular de plantulas de C. cajan (Figura 2B; Tabela 1). Logo no segundo dia de
exposicao foi possivel perceber reducao do crescimento da raiz, com as raizes principais
e laterais apresentando comprimentos, em média, 35 e 68% menores, respectivamente,
que as raizes das plantulas controle (Tabela 1). Com o decorrer do tempo de exposicéo
ao As, observou-se tendéncia a uma gradual reducdo nas taxas de alongamento
radicular, com as plantas apresentando, ap0s dez dias de exposic¢éo, a raizes principais e
laterais, em média, 45 e 78% menores que as controle, respectivamente (Tabela 1).
Apesar dos efeitos severos nas taxas de crescimento, ndo foi observado efeito
significativo do As sobre a taxa de emissdo de raizes laterais.

Ao término da exposicdo, as raizes adquiriram coloracdo amarronzada
(Figura 2B), diferentemente das plantas controle, que mantiveram a tipica coloracédo
esbranquicada (Figura 2A). Apesar de ndo se ter medido o comprimento da ZA
separadamente do comprimento total da raiz principal, notou-se que o As promoveu
reducdo no comprimento dessa regido da raiz, se comparado ao comprimento da mesma
nas plantas controle e as raizes laterais passaram a ocupar maior extensdao ao longo da

raiz principal (Figura 2B). As raizes de C. cajan apresentam coifa evidente (Figura 3A).
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Notou-se que o encurvamento do apice radicular das plantas expostas ao poluente foi
fregiiente, assim como a ma-formacéo da coifa ou, ainda, a completa auséncia desta nas
plantulas expostas ao poluente (Figura 3B).

Além das alteragbes observadas na raiz, verificou-se que o As também
promoveu danos a parte aérea. Ao término do experimento, as folhas das plantas
expostas ao poluente apresentaram-se murchas e com aspecto retorcido (Figura 2B).
Verificou-se que as folhas deixaram de apresentar coloracdo verde-brilhante (Figura

2A), adquirindo aspecto clorotico e necroses pontuais.

Alteragdes anatomicas causadas pelo arsénio

A raiz de C. cajan (Figura 4A-L) apresenta epiderme unisseriada, cortex
parenquimatico (Figura 4C) e estelo com organizagdo tetrarca. A concentracdo de As
utilizada no presente estudo provocou alteragdes estruturais drasticas na ZR das raizes
das plantulas de C. cajan submetidas ao poluente (Figuras 4F/H-L). Em ZR, notou-se
que as regides mais internas do cilindro vascular, correspondente ao xilema primario e
imediacOes, ndo apresentaram injdrias, ao passo que as por¢Ges mais externas, como a
periferia do xilema e floema secundarios, apresentaram varias alteragcdes estruturais
devido a toxidade por As (Figuras 4H/1/K). As células do felogénio, principalmente
aquelas situadas nas proximidades das raizes laterais, passaram a apresentar planos de
divisdo e formato atipicos (Figura 4J) e, em alguns casos, completa desintegracao, assim
como também observado nas células cambiais. Verificou-se producdo desigual de
xilema secundario pelo cambio, o que fez com que esse freglientemente apresentasse
formato assimétrico (Figura 4H). Também foram observados elementos de vaso
obliterados, com as paredes extremamente sinuosas e aspecto colapsado, principalmente
na ZR (Figura 4F), mas também algumas vezes na ZP (Figura 4G). O acumulo de
substancias coradas em azul, granulares ou agranulares (Figuras 41/K/L), foi freqlente
somente na ZR, ocorrendo principalmente no xilema e no floema e, eventualmente, no
cambio e no cortex.

Vale ressaltar que as alteraces ocorreram, preferencialmente, nas proximidades
das raizes laterais. Durante o desenvolvimento do primérdio da raiz lateral, ainda no

cortex, observou-se desintegracdao freqliente do tecido parenquimatico circunvizinho,
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criando um grande espago vazio entre o cortex e a raiz recem-emitida (Figura 4K). Nas
plantas controle, ao contrario destas, ndo foram observadas alteraces na estrutura das
células circundantes (Figura 4A).

Nas demais regides da raiz (ZA e ZP) os danos foram menos severos, ocorrendo,
principalmente, na periferia do 6rgdo. Em ambas as regides, observaram-se sulcos na
epiderme, bem como sinais de deterioracdo, com células plasmolisadas (Figura 4D). Em
alguns casos, observou-se a exposi¢cdo ao ambiente do tecido parenquimatico do cortex
que apresentou células com protoplasto retraido e indicios de perda de turgidez, bem
como completa deterioragéo (Figura 4E).

Em geral, verificou-se que o As promoveu efeito significativo sobre os
parametros anatébmicos quantitativos avaliados na raiz (Tabela 2). Na ZA e na ZP,
regibes aparentemente pouco afetadas, a micromorfometria revelou alteragoes
quantitativas causadas pelo poluente. Nessas regides, o cilindro vascular passou a
ocupar maior area, em sec¢do transversal total da raiz (aumento de 21,25 e 9,64% em
ZA e ZP, respectivamente). Verificou-se, também, reducdo dréstica na proporcdo de
espacos intercelulares no coértex (redugdo de 58,8 e 28,92%, em ZA e ZP,
respectivamente), o que reflete maior adensamento celular em resposta ao As. O As
também interferiu na diferenciacdo de elementos de vaso em ZP e ZR (Figuras 4F/G),
que apresentaram formato atipicamente contorcido. Entretanto, somente em ZP
observou-se reducdo na &rea em seccgdo transversal dos elementos de vaso do xilema
secundario, de mais de 30% com relacdo ao controle. Ressalta-se que as analises
referentes a proporcdo ocupada pelo cilindro vascular na raiz e porcentagem de espacos
intercelulares no cértex ndo foram realizadas em ZR, pois nesta regido o cortex esta
sendo naturalmente eliminado devido o crescimento secundério da raiz, inviabilizando

as medicoes.
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DISCUSSAO

A toxicidade de poluentes em vegetais tem sido associada a alteracbes
fisiologicas na raiz, que podem ocasionar a inibi¢do do alongamento radicular (Macnair,
1993). Dessa forma, a reducdo na taxa de crescimento radicular pode ser um indicio da
sensibilidade de uma espécie vegetal a dado poluente. Os efeitos do As nas taxas de
alongamento radicular em plantulas de C. cajan foram significativos ap6s um curto
periodo de exposicdo ao poluente, perceptiveis ap6s dois dias, 0 que sugere que 0
elemento é facilmente absorvido pelas raizes da espécie em estudo, confirmando sua
sensibilidade ao As, como ja relatado por Melo (2006), Felipe (2007) e Silva (2008).

O crescimento das raizes laterais foi mais afetado pelo As que o da principal,
possivelmente, pelo fato do desenvolvimento das raizes laterais ter se dado,
integralmente, na presenca do poluente, 0 que ndo ocorreu com a principal, que ja
estava formada antes do inicio da exposicédo. A sensibilidade das plantas € influenciada
pela concentracao e tipo de poluente, mas também pelo estadio de desenvolvimento da
planta. Os estadios iniciais de desenvolvimento, como a germinacdo e crescimento
inicial, sdo os mais sensiveis aos poluentes porque alguns dos mecanismos de defesa
ainda ndo estdo completamente desenvolvidos (Liu et al., 2005).

Silva (2008) verificou que os primordios radiculares foram formados bem
préximos uns dos outros na raiz principal, provavelmente, em conseqiiéncia da reducéo
do crescimento da mesma. No presente estudo, ndo foi verificada diferenca visivel na
disposicdo das raizes laterais, umas em relacdo as outras, em resposta ao arsénio.
Entretanto, foi observado que as raizes laterais ocuparam maior extensdo da raiz
principal, levando a reducdo do comprimento relativo de ZA. Sugere-se que a redugdo
nas taxas de crescimento radicular das raizes das plantulas de C. cajan possa ter
resultado (1) de alteragdes no processo de alongamento celular e/ou (2) da ocorréncia de
danos no meristema apical da raiz, afetando a divisao celular e, conseqlientemente, o
crescimento radicular. A visivel reducdo do comprimento da ZA é um forte indicio da
interferéncia negativa do As no processo de alongamento celular. Ambas as hipdteses
foram testadas no experimento que sera apresentado no capitulo 2.

O escurecimento das raizes das plantulas de C. cajan apds exposicdo ao As

também foi observado em raizes de Stizolobium aterrimum (Fabaceae) expostas a
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diferentes concentracfes deste poluente (Nascimento, 2007). Assim como observado no
presente estudo em C. cajan, verificou-se que o efeito do escurecimento nas raizes de S.
aterrimum foi intensificado com o aumento da concentracdo e do tempo de exposicao.
Possivelmente, o escurecimento das raizes esteja relacionado a ocorréncia de reacdes de
oxi-reducdo na superficie da raiz que interferem no funcionamento do o6rgdo
(Nascimento, 2007). Este fato, aliado a ocorréncia de alteracdes anatbmicas e a um
sistema radicular pouco desenvolvido, pode ter levado ao baixo suprimento de
nutrientes essenciais e dgua, promovendo déficit hidrico indireto, afetando assim a parte
aerea (Carbonell-Barrachina et al., 1997).

O As ¢, muitas vezes, comparado a metais de transi¢do e a outros metaloides que
sdo, na maioria das vezes, micronutrientes ou nutrientes ndo-essenciais (Marschner,
1995). Esses elementos sdo absorvidos em pequenas quantidades e, quando em
concentragBes toxicas no meio intracelular, seus niveis sdo regulados visando a
manutencdo de concentracdes celulares baixas e a homeostase celular (Clemens, 2001).
Com o As na forma de arsenato ocorre o oposto; sua similaridade quimica com o
macronutriente fosfato, essencial no metabolismo dos vegetais, leva a absorcdo de
quantidades relativamente elevadas do poluente, através de transportadores de fosfato
existentes na raiz, por competicdo entre os dois radicais e da substituicdo do fosfato pelo
arsenato (Meharg & Macnair, 1992; Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Sharples et al.,
2000). Como resultado, o arsenato pode substituir o fosfato em processos bioguimicos
e/ou promover a diminuic¢do da concentracdo de fosfato no meio intracelular, levando a
reducdo de processos metabolicos vitais, como a fosforilagcdo oxidativa na mitocéndria.
Estes processos promovem uma queda na producdo de poder redutor (NADPH) e de
adenosina trifosfato (ATP), reduzindo a disponibilidade de energia para a raiz (Meharg
& Macnair, 1994). Somado a isso, acredita-se que o As, quando em solucdo nutritiva, é
mais facilmente disponivel para a planta que na solucdo do solo (uma vez que nédo esta
adsorvido as particulas de solo), facilitando ainda mais a absor¢do deste metaldide
toxico.

O fato das altera¢des anatdmicas mais significativas terem se dado na ZR situada
mais préxima a base da raiz possivelmente esta relacionada com o tempo de exposicédo
ao poluente visto que, por ser a regido mais velha, permaneceu por mais tempo em

contato direto com o As. Verificou-se, ainda, que o xilema secundario foi bastante
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danificado, provavelmente por seu processo de diferenciacdo ter ocorrido ja na presenca
do As. Por outro lado, os tecidos de condugdo primarios, que se diferenciaram
anteriormente a exposicdo ao poluente, ndo foram afetados.

Os resultados sugerem que o As possa atuar mais intensamente sobre regides
com elevada atividade mitética, como o cambio e o felogénio, que apresentaram células
com formato e planos de divisdo incomuns. O efeito toxico do As sobre as células
cambiais provavelmente interferiu na sincronia das divis@es celulares e na diferenciacdo
dos elementos de vaso, promovendo a formacdo de um xilema secundério com formato
assimétrico, bastante atipico. A ocorréncia de elementos de vaso obliterados, com
paredes extremamente sinuosas e aspecto colapsado, juntamente com as alteracGes
supracitadas, indica a interferéncia do As no processo de diferenciacdo celular. Em
raizes de Pisum sativum (ervilha) expostas ao As, Péaivoke (1983b) verificou alteracdes
na organizacdo, tamanho e formato das células parenquimaticas do cortex; alteracdes no
padrdo de organizacdo do estelo, com variacdo no numero de polos de protoxilema e
disposicao dos tecidos vasculares além de aumento na lignificacdo das células do estelo,
dificultando a diferenciacdo das células floematicas e xilematicas das demais.

A desintegracdo tecidual observada pode estar associada a morte celular
decorrente de estresse oxidativo, amplamente relatado na literatura em espécies vegetais
expostas a concentracdes toxicas de As (Hartley-Whitaker et al., 2001; Mascher et al.,
2002; Nascimento, 2007; Singh et al., 2007). Singh et al. (2007) atribuiram a reducéo
nas taxas de crescimento radicular e os danos na estrutura anatdbmica a ocorréncia de
estresse oxidativo, resultando em danos as células. Existem relatos sobre a peroxidacéo
de lipidios (Geng et al., 2006), que pode levar a destruicdo da maquinaria celular
(Hartley-Whitaker et al., 2001; Mascher et al., 2002) e, consequentemente, a morte
celular/tecidual, como verificado nas adjacéncias das raizes laterais na ZR e em por¢des
situadas proximo a periferia da raiz, em ZA, ZP e ZR, onde ocorreu desintegracdo
tecidual. Assim, a realizacdo de trabalhos futuros sera essencial para maiores
esclarecimentos acerca dos efeitos do As sobre os mecanismos de antioxidagéo, como a
avaliacdo da atividade de enzimas relacionadas a estresse.

E possivel que as substancias de coloracio esverdeada acumuladas,
principalmente, nas adjacéncias das raizes laterais sejam compostos fendlicos,

reforcando a hipotese da ocorréncia de estresse oxidativo, visto que estas substancias
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podem estar relacionadas com a defesa da planta contra fatores estressantes (Vaughn &
Duke, 1984). Contudo, para a confirmacédo dessa hipotese, sugere-se a realizacdo de um
teste histoquimico especifico para a deteccdo desses compostos, como realizado no
experimento descrito no capitulo 2.

Sugere-se que o local de emissdo das raizes laterais constitua a principal via de
entrada do As nas plantulas de C. cajan expostas ao poluente em sistema hidropénico,
pois observou-se, frequentemente, desintegracdo do tecido parenquimatico cortical ao
longo da raiz recém-emitida.

Além das alteracOes anatdmicas visualizadas através da anatomia qualitativa, foi
possivel notar, atraves da analise micromorfométrica, aumento no diametro relativo do
estelo, o qual indiretamente deve-se, principalmente, a reducdo na percentagem de
espacos intercelulares no cortex. Verificou-se, também, reducdo na area, em seccéo
transversal, dos elementos de vaso, 0 que pode ter prejudicado a eficadcia do movimento
de agua no interior da planta. A analise micromorfométrica constitui-se uma ferramenta
muito eficiente na deteccdo de alteracdes em regides aparentemente nao afetadas pelo

As, permitindo a deteccdo precoce da injdria.
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Figura 1 — Sistema hidropdnico utilizados para os experimentos. Frascos com capacidade de 0,7 L com
sistema de aeracdo. As plantulas foram colocadas sobre uma malha para exposi¢éo aos tratamentos. Barra
=12 cm.

Figura 2 - Efeitos do arsénio sobre as raizes de plantulas de Cajanus cajan, ap6s dez dias consecutivos de
exposicdo em sistema hidropénico. A - Controle. B - 1,5 mg L™ de As. Raiz principal menos alongada, de
coloracdo amarronzada. Notar que as raizes laterais (seta) sdo muito curtas e ocupam quase toda a
extensdo da raiz principal. Abreviaturas — ZA: zona de alongamento, ZP: zona pilifera, ZR: zona de
ramificacdo. Barra=2 cm.
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Figura 3 — Apice radicular de plantulas de Cajans cajan apds dez dias de exposicdo ao arsénio
(1,5 mg L™) em sistema hidropénico. A - Controle. Apice radicular com formato retilineo e coifa evidente
(seta). B - Encurvamento do apice radicular e coifa ausente. Barra =5 mm.
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Figura 4 - Efeitos do arsénio na estrutura radicular de plantulas de Cajanus cajan (microscopia de luz,
colorag&o com azul de toluidina). A-C — Controle. D-L — 1,5 mg L™ de As. A-K — Seccéo transversal. L —
Seccdo longitudinal. A, B, F, H-L — Zona de ramificacdo. C — Zona de alongamento. D, E, G — Zona
pilifera. D — Alteracdo no formato e desintegracdo da epiderme e das camadas mais externas do cortex.
E — Desintegracdo das células do cortex (*) e células com protoplasto retraido. F-G — Elementos de vaso
com formato alterado (*). H — Xilema secundario com conformagéo assimétrica. Desintegragdo tecidual e
acimulo de compostos fendlicos no floema secundario (*). | — Desintegragdo tecidual e acimulo de
compostos fendlicos no floema e xilema secundéarios (*). J — Periderme em formagéo, apresentando
células com formato irregular. K — Acimulo de compostos fendlicos e desintegracao tecidual proximo a
raiz lateral emergente. L — Acimulo de compostos fendlicos nos elementos de vaso. Abreviaturas — CA:
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cambio, CX: cdrtex, FS: floema secundério, RL: raiz lateral, XS: xilema secundario. Barras: A-E; H-L =
100 pm; F-G =50 um.
Tabela 1 - Comprimentos das raizes laterais e principal, nimero de raizes laterais (médias seguidas pelos
respectivos desvios-padrdo) e reducdo na taxa de crescimento (RTC) durante dez dias de exposi¢do ao
arsénio (controle e 1,5 mg L™ de As), em sistema hidroponico, sendo “dia 0” correspondente ao inicio da
exposi¢do ao poluente

Raiz principal Raizes laterais
Dia Controle 15 RTC Controle 15 RTC
cm % cm %
0 42+04a 42+04a 0 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0
2 11,8+0,7a 7,7£12b 34,8 24+0,7a 08%0,1b 66,7
4 135+06a 82+x14b 39,3 32%x12a 09+0,2b 68,5
6 150+09a 86+15b 42,7 39+16a 0,9+0.2h 77,0
8 16,0£09a 89+16b 44 4 44+18a 1,0+£0.2b 77,3
10 164+12a 91+16b 44,5 49+19a 1,1+0.2b 77,6

Médias seguidas por letras iguais, na horizontal, ndo diferem entre si, quando comparadas pelo Teste de
Tukey, a 5% de significancia.

Tabela 2 - Efeito do arsénio (controle e 1,5 mg L™ de As) sobre pardmetros micromorfométricos da raiz
de plantulas de Cajanus cajan, em seccdo transversal, apds dez dias consecutivos de exposicdo ao
poluente em sistema hidropdnico

Proporcéo do cilindro  Proporc¢ao dos espacos Area dos elementos de vaso em
vascular na raiz intercelulares no cortex seccdo transversal

% % um?

Regido Controle 1,5 Controle 1,5 Controle 1,5

ZA  252+13b 320+16a 7,2+01a 34+03b 2605+642a 1759+353a
ZP 27,2+*10b 301%x13a 83%07a 59%+04b 14358+2513a 978,2+106,8b
ZR N.A. N.A. N.A. N.A. 270,50 40,7 a 167,7+ 20,6 a

Meédias seguidas por letras iguais, na horizontal, ndo diferem entre si, quando comparadas pelo Teste de
Tukey, a 5% de significancia. Abreviaturas: ZA (zona de alongamento), ZP (zona pilifera), ZR (zona de
ramificagdo), N.A. (ndo avaliado).

28



Capitulo 11

Efeitos do arsénio, durante um curto periodo de exposicao, no desenvolvimento
inicial de raizes de plantulas de Cajanus cajan (Fabaceae): caracterizacao
estrutural, histoquimica e de genotoxidade

Resumo: O presente estudo objetivou avaliar os efeitos de concentracdes crescentes de
arsénio (As) sobre parametros anatdémicos, fisiologicos e de genotoxidade, em raizes de
plantulas de Cajanus cajan, ap6s um curto periodo de exposicao ao elemento. Plantulas
de C. cajan foram expostas, em solu¢do nutritiva, as concentra¢des de 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0
mg L™ de As, na forma de arsenato de sdio, durante trés dias consecutivos. As raizes
foram mensuradas antes da exposicdo ao poluente; ao término da exposicao, as raizes
foram fotografadas e os apices radiculares coletados, para a determinacdo do indice
mitético. Fragmentos das demais regides da raiz foram coletados para a caracterizacdo
anatdmica, andlises micromorfométricas e testes histoquimicos para deteccdo de
compostos fendlicos e pectinas. Verificou-se que o crescimento da raiz principal foi
extremamente prejudicado pela presenca de As e na concentracdo mais elevada do
poluente a raiz principal apresenta-se escura e com aspecto gelatinoso. O As promoveu
reducdo na formacdo de raizes laterais, que ndo foram visualizadas no tratamento com
2,0 mg L™ de As. Contudo, microscopicamente, foi possivel notar que os primérdios
foram formados, mas permaneceram retidos no cortex. Nos tratamentos com 1,0 e 2,0
mg L™ de As detectou-se reducdo no indice mitético, em relacdo ao tratamento controle.
As alteracdes anatbmicas foram mais severas na zona de alongamento, seguida pela
zona pilifera, e ocorreram, principalmente, na periferia da raiz, agravando-se,
gradualmente, com o aumento da concentracdo do poluente na solucdo. As células
epidérmicas e as do parénquima cortical apresentaram forma alterada, paredes sinuosas
e aparente aumento no grau de adensamento celular. Na zona de alongamento, foi
verificado que o comprimento das células parenquimaticas corticais diminuiu com o
aumento da concentracdo do poluente na solucdo. Foi visualizado acumulo de
substancias de natureza péctica ao redor da raiz, nas zonas de alongamento e pilifera, no
tratamento com 2,0 mg L™ de As. A reducdo no indice mitético e no alongamento
celular em resposta ao As contribuiram para o decréscimo do comprimento da raiz
principal e para o ndo desenvolvimento das raizes laterais. O acimulo de compostos
fendlicos foi freqliente na zona de ramificacdo, em todos os tratamentos com As, 0 que
reforca a sensibilidade de C. cajan ao As, uma vez que essas substancias estdo
relacionadas a situacdes de estresse.

Palavras-chave: alongamento celular, alteracbes anatémicas, compostos fendlicos,
indice mitético.
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Chapter 11

Arsenic’s effects, over a short term exposure, in the initial development of roots
of Cajanus cajan (Fabaceae) seedlings: structural characterization,
histochemistry and genotoxicity

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effects of increasing concentrations
of arsenic (As) in anatomical, physiological and genotoxicity parameters in roots of
Cajanus cajan seedlings, after a short period of exposure to the element. Seedlings of C.
cajan were gorwn in nutrient solution at different concentrations of As (0.0, 0.5, 1.0 and
2.0 mg L™ As), in the form of sodium arsenate, for three consecutive days. Before
exposure to the pollutant, the roots were measured and at the end of exposure, the roots
were photographed and the root apices were collected for determination of mitotic
index. Fragments of other regions of the root were also collected for anatomical
characterization, micromorphometrical analysis and histochemical tests for detection of
phenolic compounds and pectins. It was found that the growth of root was extremely
affected by the presence of As and under the highest concentration of the pollutant (2.0
mg L™ As ) the main root had darkish and gelatinous appearance. The As promoted
reduction in the formation of lateral roots, which was not even seen in 2.0 mg L™ As
treatment. However, microscopically, it was possible to note that the buds were formed,
although they remained retained in the cortex. The seedlings grown under 1.0 and 2.0
mg L™ showed reduction in mitotic index, in comparison to control seedlings. The
anatomical changes were more severe in the elongation zone, followed by hair zone,
particularly, in the periphery of the root, where the changes were greater as the pollutant
concentrations was increased. The epidermal cells and the cortical parenchyma showed
altered form, sinuous walls and apparent increase in the degree of cellular density. In the
zone of elongation it was found that the length of cortical parenchyma cells decreased as
the concentration of the pollutant in the solution increased. The seedling grown under
2.0 mg L™ of As showed accumulation of pectic-like substances around the root along
the elongation and hair zones. The reduction in mitotic index and cell elongation in
response to As contributed to the decrease in length of the main root and to the absence
of lateral roots development. The phenolic compounds accumulation was also frequent
on the area of branching in all treatments and reinforcing the sensitivity of C. cajan to
As, since these substances are related to situations of stress.

Keywords: cell elongation, anatomical changes, phenolic compounds, mitotic index.
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INTRODUCAO

O arsénio (As) é um elemento naturalmente existente na crosta terrestre, sendo
também um dos poluentes mais toxicos existentes (Dutré et al., 1998). O
envenenamento por As, relatado em diversas partes do mundo, estd geralmente
associado a exposicao crénica ao poluente, decorrente da ingestdo de agua contaminada
(Anawar et al., 2002) e de vegetais cultivados sobre solos contaminados (Meharg, 2004;
Saha & Ali, 2007).

Vérios efeitos genotdxicos foram observados em células de seres vivos expostos
ao As, tais como: aberracbes em cromatides (Cortes & Mateos, 1991), trocas de
cromatides irmds (Kuglik & Slotova, 1991) e ocorréncia de micronucleos (Ma et al.,
1995; Huilan et al., 2007). Por este motivo, estas alteracbes celulares, quando
mensuraveis, podem ser utilizadas na avaliagdo da genotoxidade causada por este
poluente.

Ma et al. (1995) verificaram que o As promove a formacdo de micronucleos em
raizes de Allium cepa e Vicia faba, como resultado da exclusdo de fragmentos
acéntricos do nucleo apés a mitose, interferindo na continuidade da ocorréncia deste
processo. Huilan et al. (2007), além de terem verificado alteracbes nas taxas de
formacdo de micronucleos, detectaram retardamento nas atividades mitéticas celulares
nos apices radiculares de A. cepa expostos ao As e acrescentaram gue esses processos
sdo dependentes da concentracdo do poluente no meio. Ressalta-se que, além de
eficiente, a avaliacdo do indice mitético (IM) € uma técnica simples e rapida de ser
realizada e, quando aliada a outras metodologias, pode ser utilizada no diagndéstico da
sensibilidade de espécies vegetais ao As e, ainda, em processos de biomonitoramento
ambiental. Assim como a avaliacdo do IM, as andlises anatdbmicas qualitativas e
quantitativas, bem como as analises fisiologicas e de sintomatologia, tém se revelado
adequadas para a avaliacdo da contaminacdo ambiental (Blamey et al., 1986; Sresty &
Madhava Rao, 1999; Silva et al., 2000; Fornasiero, 2003; Vitoria et al., 2003, 2006;
Sant’ Anna-Santos et al., 2006; Maksimovic et al., 2007).

A sensibilidade de Cajanus cajan ao As ja foi comprovada por Melo (2006),
Felipe (2007) e Silva (2008), mas ainda ndo se tem conhecimento da amplitude dos

danos causados por este poluente, em diferentes concentracGes, nas raizes de plantulas
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dessa espécie. O fato de C. cajan ser uma espécie tropical, aliado a sua resposta rapida
ao As, torna a espécie promissora em estudos de monitoramento ambiental no Brasil.
Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos de concentracfes
crescentes de As sobre parametros anatémicos, fisioldgicos e de genotoxidade em raizes
de plantulas de Cajanus cajan (Fabaceae), apds um curto periodo de exposicdo ao

elemento.

MATERIAL E METODOS

Plantulas de C. cajan, portando raizes com cerca de 3 cm de comprimento e
contendo apenas os primérdios do primeiro par de folhas simples, foram transferidas
para 0s recipientes com solucdo nutritiva (Hoagland & Arnon, 1938) a meia-forca
ibnica, pH 6,0, com sistema de aeracdo, para a exposicdo ao As. A semeadura e 0
sistema de cultivo foram realizados como descrito no capitulo 1, tendo-se também
utilizado uma planta por recipiente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e cinco repeti¢cdes cada. No tratamento controle utilizou-se somente solucéo
nutritiva e nos tratamentos com 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™ de As adicionou-se arsenato de
sodio (Na;HAsQ,). O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP), da Universidade Federal de Vigosa (UFV). As plantulas
foram coletadas para as analises apés trés dias consecutivos de exposicdo ao As (de
22/11/08 a 25/11/08) e durante este periodo procedeu-se ao registro fotografico das
raizes. Toda a solugdo contaminada com As, resultante do experimento, foi processada
de forma a obter-se uma pasta concentrada, com volume reduzido, destinada a
incineracéo.

Antes e ap0s a exposicdo ao poluente, mensurou-se 0 comprimento das raizes
principais das plantulas, com auxilio de régua milimetrada, para comparagdo das taxas
de alongamento radicular em funcdo da concentracdo de As no meio externo. Os
resultados foram expressos em “reducdo no comprimento relativo” (RCR), que
corresponde ao percentual de reducdo do comprimento das plantas expostas ao As em

comparacao as plantas controle.
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A avaliacdo dos efeitos genotdxicos do As sobre as raizes das plantulas de
C. cajan foi feita através da determinacdo do indice mitético (IM) no apice radicular.
Apices radiculares com 1 mm de comprimento foram coletados no periodo da manha
(aproximadamente as 10 horas) e fixados em solucdo de metanol:acido-acético (3:1 v/v)
por 12 horas, a 4 °C e, em seguida, estocados em etanol 70%. Posteriormente realizou-
se a reacdo de Feulgen (Gomori, 1952). Para tal, os apices foram lavados em agua
destilada e submetidos a hidrolise &cida com &cido cloridrico 5 M, durante 30 minutos e
novamente lavados em &gua destilada, para a interrupcao deste processo. Em seguida, a
coifa foi removida com auxilio de um pincel e os apices foram imersos no reagente de
Schiff, durante 45 minutos na auséncia de luz, e lavados com &gua sulfurosa. Para a
obtencdo do controle do teste foi realizada metodologia semelhante, excluindo-se a
hidrolise acida. Os apices radiculares foram depositados sobre laminas histoldgicas,
sobre as quais se gotejou acido acético 45% e procedeu-se a0 esmagamento com
laminula. As laminas foram imediatamente observadas ao microscépio para contagem
das células em divisdo mitdtica, identificadas por meio da coloracdo roxa adquirida pelo
seu DNA. Foram confeccionadas cinco laminas por tratamento e em cada uma
amostradas cerca de 500 células. Os resultados foram expressos em numero de células
em mitose/100 células.

A metodologia adotada para a caracterizacdo dos danos causados pelo As na
estrutura anatdémica, das raizes das plantulas, de C. cajan foi similar a descrita no
capitulo 1; as analises foram também realizadas em cortes transversais e longitudinais,
com 5 um de espessura, nas trés regides da raiz principal: zona de alongamento (ZA),
zona pilifera (ZP) e zona de ramificagdo (ZR). As andlises micromorfométricas, para
deteccdo de possiveis alteracdes no alongamento das células do parénquima cortical (em
seccdo longitudinal) e quantificacdo da area ocupada pelo cilindro vascular na raiz (em
seccdo transversal), foram realizadas em cortes de 5 um de espessura, da ZA e ZP,
como descrito no capitulo 1. Foi utilizado o programa de analise de imagens Image Pro-
Plus versdo 4.1 para Windows® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Foram
utilizadas quatro repeticdes por tratamento e selecionadas trés laminas para cada regido
da raiz, nas quais foram amostradas, aleatoriamente, trés cortes. Para a determinacdo do
comprimento das células parenquimaéticas corticais foram mensuradas dez células por

corte. Para quantificar a area em seccao transversal ocupada pelo cilindro vascular na
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raiz, foram realizadas quatro medicdes no didmetro da raiz e quatro no didmetro do
cilindro vascular.

Os testes histoquimicos para deteccdo de compostos fenolicos e mucilagens
foram realizados conforme metodologia proposta por Johansen (1940). Para compostos
fendlicos, fragmentos da raiz principal foram coletados e fixados em solucéo aquosa de
formalina (4%) com sulfato ferroso (10%), durante 24 h sob véacuo, lavados em agua
destilada, submetidos a desidratacdo em série etilica e incluidos em metacrilato
(Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Para a obtencdo do controle do
teste procedeu-se a extracao prévia dos compostos fendlicos das amostras, com metanol,
por 72 h sob vacuo. Para a deteccdo de pectinas, fragmentos de raizes foram fixados em
glutaraldeido (2,5%), parafolmaldeido (4%) em tampdao cacodilato de sodio, pH 7,2,
acrescido de cloreto de calcio 5 mM (Karnovsky, 1965). Procedeu-se a desidratacdo em
série etilica e inclusdo das amostras em metacrilato; os blocos obtidos foram
seccionados transversalmente e os cortes corados, por 1 h, em solucdo de vermelho de
ruténio 0,001% (Johansen, 1940). Nos dois procedimentos, os cortes transversais, de 5
um de espessura, foram obtidos em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo
RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Para montagem das laminas,
foram utilizados Permount, para o teste de compostos fendlicos, e agua glicerinada,
para o de deteccdo de pectinas.

As medias referentes as analises de crescimento radicular, indice mitotico e
comprimento das células do parénquima cortical foram submetidas a analise de
variancia e comparagdo das médias pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de
significancia, empregando-se o programa SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas e
Genéticas da UFV (Euclydes, 1983).

RESULTADOS

O crescimento da raiz principal das plantulas de C. cajan foi afetado pelas
concentracOes de As utilizadas neste estudo (Figuras 1A-D e 2), sendo inversamente
relacionado com a concentracdo do poluente no meio externo: quanto maior a

concentracdo do poluente, menores as taxas de crescimento radicular.
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Ap0s trés dias de exposicdo ao poluente foi possivel notar RCR maior que 30%,
em relacéo as raizes das plantas controle, nas plantas expostas ao tratamento com 0,5
mg L™ de As, chegando a atingir RCR de aproximadamente 40 e 60%, nos tratamentos
com 1,0 e 2,0 mg L™ de As, respectivamente (Figura 2; Tabela 1).

Ao contrario das raizes do tratamento controle, que permaneceram com
coloragédo esbranquicada apos os trés dias de experimento (Figura 1A), as raizes das
plantulas expostas a 0,5 mg L™ de As apresentaram um leve escurecimento em ZR
(Figura 1B), ao passo que no tratamento com 1,0 mg L™ de As este efeito se estendeu
por todo o comprimento da raiz principal (Figura 1C). O escurecimento foi ainda mais
evidente no tratamento com 2,0 mg L™ de As, no qual toda a raiz adquiriu coloragéo
amarronzada e aspecto gelatinoso. Nesta mesma concentracdo, observou-se que a
semente também apresentou um forte escurecimento e adquiriu aspecto gelatinoso
(Figura 1D).

A emissdo de raizes laterais foi afetada pelas concentracGes de As utilizadas
(Figuras 1B-D), em comparagdo com o controle (Figura 1A). Na concentragdo com 0,5
mg L™ de As notou-se reducdo na quantidade e comprimento das raizes laterais, que se
tornou mais acentuada no tratamento com 1,0 mg L™ de As. Na concentragdo mais
elevada do poluente, 2,0 mg L™ de As, ndo foram visualizadas raizes laterais e nem
mesmo primardios.

A curta exposi¢do ao As promoveu redugdo no IM nos apices radiculares de C.
cajan (Figura 3B e 4). Verificou-se diferenca significativa neste parametro, em relagéo
ao controle (Figura 1A e 4), nas concentraces de 1,0 e 2,0 mg L™ de As, com reducio
de 47,4 e 81,8%, respectivamente (Tabela 1). Raras células em mitose foram
visualizadas no tratamento com 2,0 mg L™ de As. Nao foi detectada diferenca
significativa no IM das plantulas expostas a concentracdo de 0,5 mg L™ de As, em
relacdo ao controle.

Apbs o curto periodo de exposicdo ao As, verificou-se a ocorréncia de alteracfes
anatdmicas, principalmente na regido mais periférica das raizes, na ZA e na ZP, em
todas as concentracbes do poluente utilizadas, tendo os danos se agravado
gradualmente, com o0 aumento da concentracdo de As na solugdo nutritiva
(Figura 5A-L).
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Na ZA, no tratamento com 0,5 mg L™ de As, as células epidérmicas, assim como
as células parenquimaticas pertencentes as 2-3 camadas mais externas do cortex,
adquiriram aspecto colapsado e formato achatado. As células das camadas mais internas
do cortex apresentaram paredes ligeiramente sinuosas (Figuras 5D-F).

No tratamento com 1,0 mg L™ de As os danos foram similares, porém, mais
drésticos (Figuras 5G-1). Foram observados sulcos na periferia da raiz, abrangendo a
epiderme e as camadas mais externas do cortex (Figuras 5G/H) e achatamento das
células epidérmicas (Figura 51). No tratamento com 2,0 mg L™ de As os danos foram
mais severos (Figuras 5J-L); na ZP, a periferia da raiz também foi a regido mais afetada
pelo As e os danos foram similares, porém, menos severos, se comparado a ZA. O
depdsito de uma substancia corada em azul pelo azul de toluidina foi freqiiente ao redor
da superficie da raiz, assim como células parenquimaticas corticais com paredes
anticlinais muito sinuosas (Figura 4L).

As analises micromorfométricas demonstraram que na ZA ocorreu redugdo no
alongamento das células parenquimaticas corticais de 36,0; 39,7 e 68,3%, em relacédo ao
controle, nos tratamentos com 0,5, 1,0 e 2,0 mg L™ de As, respectivamente; ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos com 0,5 e 1,0 mg L™ de As (Tabela 1). Em
ZP ndo foi observada diferenca significativa nesse parametro, entre nenhum dos
tratamentos. Com relacdo a area, em sec¢édo transversal, ocupada pelo cilindro vascular
na raiz, verificou-se reducdo nesse parametro somente no tratamento com 2,0 mg L™ de
As, na ZA. Nas demais regides da raiz ndo foram verificadas diferencas significativas.
Em todos os tratamentos com As notou-se um aumento do adensamento das células
corticais (Figuras 5A/D/G/J), ressaltando-se que este efeito foi muito marcante no
tratamento com 2,0 mg L™ de As, dispensando a necessidade da analise quantitativa.

A anélise microscépica evidenciou que, no tratamento com 2,0 mg L™ de As, o0s
primordios de raiz lateral foram formados, porém, ficaram retidos no cortex (Figuras
6B-C), ao contrario do que ocorreu no tratamento controle, no qual foram visualizadas
raizes além dos limites do cértex (Figura 6A). Além disso, verificou-se a desintegracdo
do tecido parenquimatico, nas regides adjacentes a esses primordios, ndo observada nos
demais tratamentos (Figura 6B).

O teste com vermelho de ruténio revelou que as substancias acumuladas ao redor

da superficie da raiz, coradas de azul pelo azul de toluidina, no tratamento com 2,0 mg
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L™ de As, apresentam natureza péctica (Figuras 7D/H). Vale ressaltar que isso ocorreu
somente em ZA e ZP, ndo tendo sido observado em ZR. O resultado do teste para
deteccdo de compostos fenolicos foi positivo, visualizando-se o acimulo de substancias
de coloracdo amarronzada, principalmente no xilema secundario, nas regides de ZR
mais proximas a base da raiz (Figuras 8B-D), ndao tendo o mesmo ocorrido no

tratamento controle (Figura 8A).

DISCUSSAO

Diferentes respostas dos 0rgaos vegetativos, tais como crescimento radicular e
da parte aérea, acumulo de biomassa radicular e/ou da parte aérea e biomassa total sdo
passiveis de serem utilizados como indicadores da sensibilidade/tolerancia de espécies
vegetais a poluentes, inclusive ao As (Mascher et al., 2002; Liu et al., 2005; Geng et al.,
2006; Singh et al., 2007). Dentre estes parametros de crescimento vegetal, Kapustka et
al. (1995) consideraram a seguinte ordem de sensibilidade a poluentes: comprimento
radicular > biomassa radicular > altura da parte aérea > biomassa total (raiz mais parte
aérea) > biomassa da parte aérea > taxa de germinacdo. Assim como observado nas
plantulas de C. cajan no presente estudo, Liu et al. (2005) verificaram, em plantulas de
trigo expostas ao As, que o crescimento radicular € o parametro de crescimento mais
sensivel a esse poluente e que estd inversamente relacionado a concentracdo de As no
meio externo. A mesma resposta foi observada em plantulas de arroz (Abedin e Meharg,
2002).

O As pode interferir no crescimento radicular em conseqiiéncia da reducao das
taxas respiratorias devido a substituicdo do fosfato pelo arsenato nos processos
metabdlicos de geracdo de energia, como a respiracdo celular (Sharples et al., 2000;
Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Durante o experimento discutido neste capitulo, as
plantulas ainda eram muito jovens e apresentavam sistema radicular pouco
desenvolvido, sugerindo que o crescimento da raiz ainda era muito dependente das
reservas contidas na semente (Arteca, 1995). Considerando-se que as sementes também
foram bastante afetadas pelo As, apresentando escurecimento, aspecto gelatinoso e
amolecimento, o processo amilolitico, juntamente com a respiracdo celular, pode

também ter sido prejudicado pelo As, levando a queda nas taxas de alongamento
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radicular devido a reducdo na atividade de amilases. As amilases sdo enzimas
responsaveis por um dos primeiros passos no metabolismo de degradacéo de amido para
a geracdo de energia durante a germinacdo e primeiras etapas do desenvolvimento do
vegetal. Dessa forma, a menor atividade dessas enzimas pode reduzir a disponibilidade
de energia para o crescimento radicular (Liu et al., 2005).

Ha relatos da interferéncia do As no processo amilolitico, promovendo queda na
atividade das a-amilases e conseqiiente reducdo no crescimento radicular em funcgéo do
déficit energético (Abedin & Meharg, 2002; Liu et al., 2005). Castillo-Michel et al.
(2007) expuseram plantulas de ervilha ao As e verificaram significativa reducdo nas
taxas de alongamento radicular associada a reducdo na atividade amilolitica, de cerca de
50%, nas raizes.

As a-amilases sdo enzimas ativadas pelas giberelinas, hormonios produzidos em
maior quantidade por folhas jovens, cuja via metabdlica de producdo é altamente
dependente de compostos fosfatados (Arteca, 1995). Dessa forma, a disponibilidade
destes compostos, se afetada pelo As, pode ocasionar a redugdo nas taxas de produgéo
desse horménio, interferindo na ativacdo das o-amilases. Entretanto, neste estudo, as
folhas ainda eram primordios durante a exposi¢do ao As, sendo este efeito aplicavel em
plantas em estadio posterior de desenvolvimento. S&o raras as informacgdes sobre os
efeitos do As sobre a biossintese e acdo de fitorreguladores de crescimento, sugerindo-
se a realizacdo de trabalhos nesse &mbito, que seriam fundamentais para elucidar o
mecanismo da acdo do As sobre o crescimento vegetal. Sabe-se que alguns poluentes,
como o aluminio (Massot et al., 2002) e o oz6nio (Winwood et al., 2006) interferem na
biossintese e transporte de citocininas pelas plantas, acarretando danos nas divisdes
celulares e redugdo no alongamento radicular.

A citotoxidade foi definida por Smaka-Kincl et al. (1996) como um decréscimo
no indice mitdtico causado por algum agente estressante e, de acordo com Ma et al.
(1995), as células meristematicas podem ser usadas de forma eficiente na deteccdo da
mutagenicidade do ambiente. Pode-se dizer que a fitotoxidade do As sobre C. cajan foi
confirmada através dos parametros de crescimento avaliados neste estudo. Entretanto, o
potencial genotoxico deste poluente sobre esta espécie ainda ndo é conhecido, e
toxicidade nem sempre € sinbnomo de genotoxidade (Kovalchuck et al., 1998). Logo, o

ensaio para avaliacdo do indice mitdtico realizado neste estudo demonstrou que, além
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de toxico, o As é um poluente altamente genotoxico para C. cajan. Verificou-se também
que a genotoxicidade do As esta altamente relacionada com a concentracdo do poluente
no meio externo. No tratamento com 1,0 mg L™ de As observou-se reducéo de quase
50% no indice mitdtico, com relagéo ao tratamento controle e no tratamento com 2,0 mg
L™ de As a reducéo neste parametro foi tdo drastica que este efeito pode até mesmo ser
comparado a uma decapitacdo do apice radicular que, ao invés de fisica, seria uma
decapitacdo fisioldgica. Pouquissimas células em mitose foram visualizadas, sugerindo
a nado-funcionalidade do meristema apical da raiz das plantulas submetidas a este
tratamento. Sugere-se que seja investigado os efeitos do As sobre as enzimas de reparo
do DNA, como possivel causa da ocorréncia de genotoxidade em células expostas ao
As, como sugerido por Schaumloffel & Gebel (1998).

O efeito negativo do As sobre o indice mit6tico no apice radicular é um fator que
elucida a ndo-emergéncia de raizes laterais, no tratamento com 2,0 mg L™ de As. A
reducao observada nas taxas de alongamento das células parenquimaticas corticais pode
também ter ocorrido nas células do primordio radicular em formacdo, retardando seu
crescimento. Apos exposicdo de plantas de C. cajan ao As, Silva (2008) verificou que
os primérdios eram formados, mas permaneciam retidos na raiz, assim como observado
neste experimento. Acredita-se que antes da exposi¢do ao As, 0s primordios ja tenham
sido formados na regido mais proximal da ZR, e o desenvolvimento posterior tenha sido
prejudicado devido os efeitos do poluente sobre as taxas de alongamento e diviséo
celular. Entretanto, estudos complementares serdo necessarios para melhor esclarecer a
interferéncia do As no processo de emissdo e desenvolvimento de raizes laterais, com
coletas periddicas ao longo do tempo.

Em todos os tratamentos com As, foram observadas células corticais e
epidérmicas com aspecto colapsado, correspondente a perda de turgidez devido a
ocorréncia de déficit hidrico na raiz, assim como uma aparente reducdo nos espacos
intercelulares. Uma tentativa de se mensurar os espacos intercelulares foi feita, porém, a
compactacdo do cortex, em conjunto com a sinuosidade nas paredes celulares
inviabilizou o processo, uma vez que praticamente ndo foi possivel visualizar os
espacos, tdo caracteristicos do parénquima. Ressalta-se que estas analises nao foram
realizadas na ZR por esta ser uma regido em que o cortex estd sendo naturalmente

eliminado devido o crescimento secundario, inviabilizando as medices.
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A reducdo na emissdo de raizes laterais nas plantas expostas ao As é um fator
que explica, pelo menos em parte, a baixa taxa de absor¢do de agua em funcdo da
reducdo na area de absorcdo de agua e nutrientes. Além disso, é possivel que o efeito
negativo do As sobre a respiracao celular tenha ocasionado uma menor disponibilidade
de energia para a raiz, comprometendo a manutencdo do potencial hidrico e,
conseqiientemente, a absorcdo de dgua. Cabe salientar que a absorcdo de agua pela raiz
é dependente da existéncia de um potencial osmético negativo no interior do 6rgao em
funcdo da absorcdo de ions, o que envolve gasto de energia (Taiz & Zeiger, 1998).
Logo, se a disponibilidade energética da raiz é prejudicada pelo As, a absorcdo de agua
pode ser afetada, 0 que explica a perda de turgidez das células do cortex, mesmo com as
plantas sendo cultivadas em meio hidroponico. O conjunto de células com menor
volume em fungdo da perda de turgidez, por sua vez, torna o cOrtex menos
desenvolvido, o que resultou no aumento relativo, na area em seccdo tranversal, do
cilindro vascular das raizes expostas ao As, no tratamento com 2,0 mg L™. Na verdade,
0 As ndo proporcionou o aumento do cilindro vascular, mas sim a reducdo da area
ocupada pelo cértex.

O alongamento celular ocorre em funcdo da expansdo da célula vegetal, a qual
resulta de dois processos fisicos independentes: pressdo de turgor (dependente da
absorcdo de agua de forma eficiente) e producdo de parede celular (McCann et al.,
2001). Aparentemente, estes dois processos foram prejudicados nas raizes das plantulas
de C. cajan expostas ao As, levando a reducdo no alongamento das células corticais. A
possibilidade de ocorréncia de deficit hidrico ja foi apresentada. Com relacdo a
expansdo da parede celular, ressalta-se que na regido mais periférica das raizes,
principalmente do tratamento com 2,0 mg L™ de As, foi possivel notar aumento no
espessamento das paredes celulares, que se coraram intensamente com o azul de
toluidina, indicando alteracdes. Além disso, o teste com vermelho de ruténio revelou o
acumulo de substancias pécticas ao redor da periferia das raizes das plantulas expostas a
concentracdo maxima de As utilizada, o que possivelmente resultou da mudanga da
composicao da parede celular e/ou desintegracdo das mesmas.

O acumulo de compostos fenolicos € mais um indicativo da sensibilidade de C.
cajan ao As, Vvisto que estas substancias sao componentes dos mecanismos de defesa

ndo-enzimaticos contra fatores causadores de estresse (Vaughn & Duke, 1984). Alguns
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compostos fendlicos podem atuar na interceptacdo do elemento estressor, ligando-se a
este e inibindo sua acdo oxidante, ou atuar no reparo, removendo intermediarios reativos
de oxigénio (Michalak, 2006), possivelmente gerados pela presenca do As no meio
intracelular.

Sugere-se a realizagéo de estudos complementares para a avaliacdo da producéo
e acumulo de compostos fendlicos, atividades enzimaticas e alteragdes
micromorfométricas, visando a elucidacdo dos mecanismos de resposta de C. cajan ao
As.
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20mgL1,0mgL"'l 0,5mg L

Figura 1 — Crescimento e desenvolvimento radicular de plantulas de Cajanus cajan, apds trés dias
consecutivos de exposigdo ao arsénio, em sistema hidropbnico. A - Tratamento controle.
B — Escurecimento na zona de ramificagdo da raiz (seta) e reducdo no comprimento da raiz principal e no
nimero e comprimento das raizes laterais. C — Escurecimento da raiz principal e redu¢do no ndmero e
comprimento das raizes laterais. D — Gelatinizacdo e escurecimento da raiz e da semente (seta). Raizes
laterais ausentes. Abreviaturas — ZA: zona de alongamento, ZP: zona pilifera, ZR: zona de ramificacéo.
Barra=2cm.

10 -
- I Inicio da exposicdo
£ 8 4 Apo6s 3 dias de exposicdo
©
Q
k3]
£
G 6
N
o
@
i)
2 4
g | [ —
E
2
6 21
[ &)
0 -

0,0 0,5 1,0 2,0
Arsénio (mg L")

Figura 2 - Comprimento da raiz principal de plantulas de Cajanus cajan, antes e ap6s a exposi¢do a
concentracdes crescentes de As, em sistema hidrop6nico, durante trés dias consecutivos.

45



Figura 3 — Efeitos do arsénio sobre o indice mitético em raizes de plantulas de Cajanus cajan. A —
Tratamento controle com um elevado nimero de células em mitose. B — Tratamento com 2,0 mg L™ de
As, com poucas células em mitose. Barras = 100 pum.

Y = 15,82 - 6,62, R? = 0,95.

indice mitético (%)

0.0 0.5 1.0

Concentragio de arsénio (mg L™)

Figura 4 - indice mitdtico em épices radiculares de plantulas de Cajanus cajan expostas a diferentes
concentracdes de arsénio, por trés dias consecutivos, em sistema hidropdnico.
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Figura 5 - Efeitos de concentracfes crescentes de arsénio na estrutura da zona de alongamento de raizes
de pléantulas de Cajanus cajan (microscopia de luz, coloragcdo com azul de toluidina). A-B/D-E/G-H/J-K -
Seccdo transversal. C/F/I/L — Secgdo longitudinal. A-C — Tratamento controle. D - Perda de turgidez das
células epidérmicas e das camadas mais externas do cortex. E — Regido periférica da raiz levemente
sulcada. F — AlteracBes no aspecto das células epidérmicas e corticais. G - Colapso das células das
camadas periféricas da raiz e presenca de sulcos. H — Detalhe do sulco na periferia da raiz. | — Células
epidérmicas e corticais mais externas achatadas. Células corticais internas colapsadas. J — Cortex
constituido por células colapsadas. K-L — Actmulo de substancias sobre a epiderme. Redugdo no
comprimento das células do cortex, que apresentam paredes extremamente sinuosas. Barras = 50 pum.
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Figura 6 — Efeitos do arsénio na formagdo e emissdo de raizes laterais (microscopia de luz, coloragdo
com azul de toluidina). A — Tratamento controle (secgéo transversal). B-C — Tratamento com 2,0 mg L™
de As. As raizes foram formadas, mas permaneceram retidas no cortex. B — Seccéo transversal. C -
Seccdo longitudinal. Barras = 100 pm.
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Figura 7 - Regido periférica das secc¢Oes transversais das raizes expostas a diferentes concentragdes de
arsénio, submetidas ao teste para detec¢do de pectinas com vermelho de ruténio (microscopia de luz). A e
B — Tratamento controle. C e D — Tratamento com 2,0 mg L™ de As. Actimulo de substancias pécticas
externamente a epiderme (seta). Abreviaturas: ZA (zona de alongamento); ZP (zona pilifera). Barras = 50
um.
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Figura 8 — Localizacdo dos compostos fendlicos (teste com sulfato ferroso) em raizes de plantulas de
Cajanus cajan submetidas a diferentes concentragdes de arsénio (microscopia de luz, secces
tranversais). Teste A — Tratamento controle: Reagdo negativa para compostos fenolicos. B, C e D —
Tratamentos com 0,5; 1,0 e 20 mg L™ de As, respectivamente:. Reacdo positiva para compostos
fendlicos. Barra = 100 pum.

Tabela 1 - Comprimento da raiz principal, indice mitético, area ocupada pelo cilindro vascular na raiz e
comprimento das células do parénquima cortical da raiz de Cajanus cajan apoés trés dias consecutivos de
exposi¢do a concentragdes crescentes de arsénio, em sistema hidropdnico

As CR RCR CCP (um) ACV (%)
(mgL?)  (cm) (%) ZA ZP ZA ZP
9,3a 479a  1292a
0.0 (0,8) Oa (x9,3) (+19,5) 26.2¢ 29,34
6,5b 30,7b 133,7 a
05 wog 301D Tuge  wap 00bc 274a

55¢ 289b 126,4 a
1,0 (£01) 409c (£ 5.4) (£17.6) 344abc 27,1a

3,8d 152¢c 1234 a
2,0 (£0.2) 59,1d *3.7) (+18.2) 38,1 ab 26,0 a
Médias seguidas por letras iguais, na vertical, ndo diferem entre si, quando comparadas pelo Teste de
Tukey, a 5% de significancia. Abreviaturas;: CCP = comprimento das células parenquimaticas; ACV =
area do cilindro vascular, em seccéo transversal; CR = comprimento radicular; IM = indice mitético; RCR
= reducdo no comprimento relativo; ZA = zona de alongamento; ZP = zona pilifera.
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CONCLUSOES GERAIS

e Cajanus cajan € uma especie sensivel ao arsénio (As), e esta sensibilidade é
dependente do tempo de exposicdo e da concentracdo do poluente no meio externo,
como evidenciado pelos dados obtidos.

e O crescimento e o desenvolvimento das raizes (laterais e principal) foram os
parametros mais evidentemente afetados pelo As.

e O As alterou o indice mitotico nos apices radiculares de C. cajan, 0 que caracteriza
este poluente como um agente genotoxico para esta espécie.

e O acumulo de substancias de natureza péctica ao redor das raizes demonstra que o
As promove alteragdes na parede celular das células situadas na periferia do 6rgao.

e O As promoveu alteragdes anatdmicas nas raizes de C. cajan. Logo, a anatomia
vegetal mostrou-se uma importante ferramenta na caracterizacao da sensibilidade de
C. cajan ao poluente.

e Sugere-se que a regido de emissdo das raizes laterais constitua uma importante via
de entrada para o As.

e O As interfere na diferenciacédo celular e estabelecimento do crescimento secundario
em raizes de C. cajan.

e Além das alteracbes qualitativas, o As também promoveu alteracOes
micromorfométricas em regides aparentemente sadias ou nao.

e Estudos posteriores serdo necessarios para elucidar os efeitos do As na ultra-
estrutura de C. cajan e correlacionar as alteragdes com aspectos fisioldgicos do

desenvolvimento radicular.
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