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RESUMO

SILVA, Samara Arcanjo e, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, mar¢o de 2013.
Borreria verticillata (Rubiaceae): Caracterizacdo Nutricional e Respostas
Morfofisiologicas ao Arsénio. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo. Coorientadores:
Jaime Wilson Vargas de Mello, Juraci Alves de Oliveira e Luzimar Campos da Silva.

O arsénio (As) € um elemento t6xico aos seres vivos liberado no ambiente por fontes
naturais e antrépicas. A fitorremediacdo — utilizacdo de plantas na recuperacdo de
ambientes contaminados — requer a selecao de espécies tolerantes ao poluente. Borreria
verticillata € encontrada em ambientes com alta concentragdo de As no solo, a exemplo
do Morro do Galo (Nova Lima/MG). Estudos desenvolvidos em solug¢do nutritiva de
Hoagland constataram maior tolerancia nas plantas provenientes do Morro do Galo do
que em plantas oriundas de local sem o metaloide (Mata do Paraiso, Vigcosa/MG). A
escolha da solug@o nutritiva € um aspecto importante devido a competi¢do entre o
arsenato e o fosfato pelos mesmos transportadores de membrana. Este trabalho teve
como objetivo estudar o desenvolvimento de plantas de B. verticillata nas solucdes
nutritivas de Hoagland e de Clark de modo a determinar a formulacdo mais indicada
para estudos de suas respostas morfofisiologicas ao As com o intuito de elucidar
mecanismos de tolerancia presentes nas populacdes aclimatada e ndo aclimatada ao As.
Plantas de B. verticillata das populacdes do Morro do Galo (MG) e da Mata do Paraiso
(MP) foram cultivadas em solucdo de Hoagland e de Clark a %2 for¢a durante 40 dias e o
crescimento e a eficiéncia nutricional foram determinados. As plantas apresentaram
respostas mais homogéneas quando cultivadas na solu¢do de Clark. Quando cultivadas
na solucdo de Hoagland as plantas da MP mostraram-se superiores no acumulo de
nutrientes e no crescimento e semelhantes as plantas do MG na eficiéncia nutricional. A
solucdo de Clark mostrou-se mais indicada para o estudo da tolerancia da espécie ao As
devido a resposta semelhante das duas populagdes e a menor concentracao de fésforo.
Dessa forma, plantas de B. verticillata provenientes do MG e da MP foram cultivadas
em solucdo de Clark a 2 for¢ca contendo 0,0 e 66,0 UM de As por 4 dias para a
investigacdo dos mecanismos envolvidos na tolerancia diferencial ao As nas duas
populacdes. Para tal, estudou-se o actimulo e a distribui¢do de As e macronutrientes e as
respostas morfofisiolégicas das plantas a este elemento. O maior acimulo de As nas
raizes foi responséavel pela ocorréncia de danos mais severos nesse 6rgdo, no entanto,

também foram observados sintomas de toxidez na parte aérea em ambas as populagdes.
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A presenca de As na solu¢do nutritiva promoveu alteracdes nas caracteristicas
nutricionais das plantas do MG, como o aumento do actimulo de cdlcio nas raizes,
reducdo do fator de translocacdo de fésforo, célcio e enxofre, além de aumento na
producdo de idioblastos cristaliferos e fendlicos nas raizes, incremento na atividade da
dismutase do superéxido e sintese de compostos tiolados nas folhas. J4 as plantas da MP
exibiram incremento no numero de idioblastos fendlicos nas raizes e aumento na
atividade da polifenoloxidase nas folhas. As estratégias de detoxificacdo de As
apresentadas pelas plantas do MG conferiram a esta populacdo maior tolerancia ao

metaloide, sugerindo a possivel utilizacao na revegetacdo de ambientes contaminados.
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ABSTRACT

SILVA, Samara Arcanjo e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2013.
Borreria  verticillata  (Rubiaceae):  Nutritional characterization  and
Morphophysiological Responses to Arsenic. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-
advisers: Jaime Wilson Vargas de Mello, Juraci Alves de Oliveira and Luzimar Campos
da Silva.

Arsenic (As) is an element toxic to living beings which is released on the environment
by natural and anthropic sources. Phytoremediation — the utilization of plants on the
recovery of contaminated environments — requires selecting species that are tolerant to
the pollutant. Borreria verticillata is found in environments with high concentrations of
As in the soil, for example Morro do Galo (municipality of Nova Lima/MG). Studies
developed in Hoagland nutrient solution found higher tolerance on plants from the
Morro do Galo than plants from the site without metalloid (Mata do Paraiso,
municipality of Vicosa/MG). Choosing the nutrient solution is an important aspect due
to the competition between arsenate and phosphate for the same membrane transporters.
This work aimed to study the development of plants of B. verticillata in Hoagland and
Clark nutrient solutions, in order to determine the formulation more indicated for
studies of their morphophysiological responses to As, with the objective of elucidating
tolerance mechanisms present on populations acclimatized and non-acclimatized to As.
Plants of B. verticillata of populations from Morro do Galo (MG) and Mata do Paraiso
(MP) were cultivated in Hoagland and Clark solutions at ¥2 strength during 40 days, and
growth and nutritional efficiency were determined. Plants showed more homogenous
responses when cultivated in Clark solution. When cultivated in Hoagland solution,
plants from MP were superior regarding nutrient accumulation and growth, and similar
to plants from MG regarding nutritional efficiency. As such, Clark solution was more
indicated for studying the tolerance of the species to As, due to the similar response of
the two populations and to the lower phosphorous concentration. Therefore, plants of B.
verticillata from MG and MP were cultivated in Clark solution at %2 strength containing
0.0 and 66.0 uM of As for 4 days, for investigation of the mechanisms that provide
differential tolerance to As on the two populations. For this, accumulation and
distribution of As and macronutrients, as well as morphophysiological responses of
plants to this pollutant, were studied. The higher accumulation of As on roots was
responsible for the occurrence of more severe damage on this organ, however,

symptoms of toxicity were also observed on shoots of both populations. The presence of



As in the nutrient solution promoted alterations on the nutritional characteristics of
plants from MG, such as increase on the accumulation of calcium on roots, reduction on
the translocation factor of phosphorous, calcium and sulfur, as well as increase on the
production of crystalliferous and phenolic idioblasts on roots, increment on the activity
of superoxide dismutase and synthesis of thiolated compounds on leaves. Plants from
MP, on the other hand, exhibited increment on the number of phenolic idioblasts on
roots and increase on the activity of polyphenol oxidase on leaves. The As
detoxification strategies presented by plants from MG provided this population with
higher tolerance to the metalloid, suggesting possible utilization on revegetation of

contaminated environments.
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INTRODUCAO GERAL

O arsénio (As) € o vigésimo elemento mais abundante na geosfera (Zhao et al.,
2010; Vithanage et al., 2012), podendo ser encontrado na forma de arsenito (As+3),
arsenato (AsJr5 ), acidos arsenosos, dcidos arsénicos e formas metiladas mais
simplificadas (Kumaresan & Riyazuddin, 2001).

A contaminacido ambiental com As pode resultar da atividade geoldgica natural,
a partir do intemperismo das rochas que o contém, como rochas igneas e sedimentares
ricas em minérios sulfetados (Ladeira et al., 2002; Rhodes, 2010). Contudo, a acdo
antropica tem aumentado de forma significativa as concentragdes de As no ambiente,
principalmente devido as atividades industriais, liberagdo de esgotos, mineragdo,
metalurgia, manufatura de vidros e aplicacdo de fertilizantes e pesticidas (Francisco et
al., 2002; Nagajyoti et al., 2010).

No Brasil, a mineracdo e o refino de minério sdo as principais fontes
antropogénicas de contaminag¢do ambiental por As. No Quadrildtero Ferrifero (Minas
Gerais), grande quantidade de As foi liberada como resultado da mineracao secular do
ouro e, juntamente com as fabricas de trioxido de arsénio, € responsdvel pela
contaminacdo do solo e da d4gua, ameacando a satide dos moradores das cidades de Ouro
Preto, Mariana, Santa Barbara e Nova Lima (Borba, 2002; Deschamps & Matschullat,
2007, Gilberti, 2012).

A via mais comum de exposi¢do humana ao As € por meio da ingestdo de dgua
contaminada, entretanto, a inalacdo de gases e de poeira também ¢é destacada
(Matschullat, 2000; Figueiredo et al., 2006). Segundo a Agéncia de Protecio Ambiental,
0 As € um elemento carcinogénico do grupo A e pode causar cancer de pele, de bexiga e
de pulmao, mé formacgao e morte fetal em espécies animais, incluindo o homem (US-
EPA, 1998), além de doencas de pele, doengas cardiovasculares, distirbios no sistema
nervoso central e diabetes (Barra et al., 2000; Hughes et al., 2009).

O As é um elemento bioacumulativo e, uma vez liberado no ambiente, ndo é
degradado, o que agrava seus efeitos e torna necessaria a adocao de técnicas eficientes
na sua remocdo (Mercedes et al., 2002). A recuperacdo de ambientes contaminados
utilizando métodos convencionais (fisico-quimicos) apresenta desvantagens como custo
elevado, producdo de grande volume de material toxico e alteragdo da estrutura e
ecologia dos solos (Salt et al., 1995, Tangahu et al., 2011). A remediacdo de sitios

impactados com uso de seres vivos (biorremediacdo) € considerada uma alternativa
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economicamente vidvel e ecologicamente correta, por ser uma técnica de baixo custo e
possuir baixo impacto ambiental (Cunningham & Ow, 1996; Tangahu et al., 2011).

Apesar da toxicidade do As, diferentes espécies vegetais sdo capazes de se
desenvolver em ambientes contaminados. O desenvolvimento das plantas em relacdo a
presenca de As na rizosfera difere em funcdo de sua concentragdo, da presenca de
outros ions e de fatores intrinsecos da espécie no que se refere a sua capacidade de
tolerar o elemento (Gonzaga et al., 2006), o que permite o emprego da fitorremediacdo
na recuperacdo de ambientes impactados. Entretanto, nem todas as plantas se prestam
para tal fim.

Algumas caracteristicas sdo determinantes para se classificar uma espécie com
potencial para a fitorremediagdo, dentre elas: capacidade de absor¢do, acumulacdo e/ou
metabolizacdo e tolerancia ao poluente; alta taxa de crescimento e producdo de
biomassa; facil propagacdo; ocorréncia natural em dreas poluidas; e capacidade de se
desenvolver em ambientes diversificados (Salt et al., 1998, Vose et al., 2000, Pires et
al., 2003; Dhankher et al., 2011). E necessdrio também avaliar a real tolerincia da
espécie ao estresse por meio do estudo de suas respostas morfofisioldgicas, tendo em
vista a concentracdo e o tempo de exposi¢ao ao poluente (Campos, 2011).

Borreria verticillata (L.) G.F.W. Mayer (Rubiaceae), conhecida popularmente
como vassourinha ou erva-botdo, ¢ uma planta herbdcea invasora de pastagens e areas
cultivadas (Modesto Junior & Mascarenhas, 2001) devido ao seu crescimento rapido e
facil adaptacdo a diferentes ambientes. A espécie € nativa da América (Maynart et al.,
1980) e possui ampla distribuicdo no Brasil (Dimitri, 1959). Sua ocorréncia em local
com alto teor de As no solo foi o primeiro indicio da sua tolerancia ao metaloide (Silva,
2008).

Os primeiros estudos sobre a tolerancia de B. verticillata ao As, realizados por
Silva (2008), demonstraram que a espécie € capaz de acumular quantidades expressivas
de As em seus tecidos, apresentando mecanismos que conferem a ela certo grau de
tolerdncia ao metaloide. Posteriormente, Campos (2011) investigou as respostas de
plantas de duas populagdes ao As, a fim de verificar se a tolerancia era decorrente de
polimorfismo fenotipico ou genético. A autora confirmou a suspeita de que plantas que
se desenvolvem em solos com altos teores de As apresentariam maior tolerancia do que
plantas que crescem em ambiente isento de contaminacdo por meio de estudos que
evidenciaram os efeitos toxicos do As combinado a diferentes doses de fésforo (P) em

plantas dessas populagdes.



No entanto, algumas lacunas de conhecimento permaneceram apds tais estudos.
Dentre elas, qual seria a influéncia da concentracdo de nutrientes na solucdo nutritiva
sobre a tolerancia da espécie ao As. Esta preocupacao é, principalmente, com relacdo ao
P, devido a competi¢do entre fosfato e arsenato pelos mesmos transportadores de
membrana (Merharg & Macnair, 1992; Merharg & Hartlley-Whitaker, 2002), o que
pode diminuir a absorcdo de As pelas plantas e levar a interpretacdo superestimada da
tolerancia da espécie ao metaloide. Outra questdo era estabelecer quais os mecanismos
de detoxificacdo de As que proporcionam maior tolerancia as plantas do Morro do Galo.

Visando sanar essas lacunas de conhecimento e fornecer subsidios para a
avaliacdo do potencial de Borreria verticillata para a fitorremediacdo de arsénio, este
trabalho foi desenvolvido com os objetivos especificos de: estudar o desenvolvimento
de plantas de B. verticillata, provenientes de local contaminado (Morro do Galo) e nao
contaminado com As (Mata do Paraiso), em solucdes nutritivas contendo diferentes
concentracdes de nutrientes de modo a determinar a formulagdo mais indicada para
estudos das respostas ao As; e investigar as respostas morfofisiologicas desta espécie ao
As com intuito de elucidar os mecanismos que proporcionam tolerancia diferencial as

populacdes aclimatada e ndo aclimatada ao As.
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CAPITULO 1

Crescimento e nutricao mineral de plantas de Borreria verticillata (Rubiaceae)
cultivadas em diferentes solucoes nutritivas

RESUMO: Estudos sobre o acimulo de poluentes por vegetais sdo essenciais para a
selecdo de espécies fitorremediadoras. Tais estudos sdo comumente realizados em
sistemas hidropdnicos, entretanto, ha caréncia de pesquisas sobre a influéncia do tipo de
solucdo nutritiva nos resultados obtidos. O objetivo deste trabalho foi investigar o
crescimento e o estado nutricional de plantas de Borreria verticillata provenientes das
populacdes da Mata do Paraiso (MP) e Morro do Galo (MG), nas solugdes nutritivas de
Hoagland e de Clark, de modo a determinar a formulag@o mais indicada ao cultivo desta
espécie para o posterior estudo de suas respostas morfofisioldgicas ao arsénio (As). As
solucdes foram utilizadas a %2 forca, com pH 5,5 e 5,8, respectivamente. A montagem
do experimento foi em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2
e 5 repeticoes. A andlise do crescimento foi realizada semanalmente e a eficiéncia
nutricional foi determinada ao final dos 40 dias de estudo. As duas solugdes nutritivas
foram adequadas ao cultivo das plantas. As plantas do MG apresentaram maior altura da
parte aérea, enquanto as plantas da MP se mostraram mais ramificadas. Na solu¢do de
Clark, as populagdes apresentaram respostas mais homogéneas quanto ao crescimento e
ao estado nutricional. Entretanto, quando cultivadas em solu¢dao de Hoagland, as plantas
da MP exibiram maiores médias para volume das raizes e massa fresca e seca da parte
aérea e da raiz, além de maior acimulo de P, Ca, K, Mg e S. As plantas do MG
apresentaram maior eficiéncia de absorcao de P, entretanto, a eficiéncia de uso (EU) e
de translocacao (ET) deste nutriente foi menor nessa solucio. Nas plantas da MP a EU-
P também foi menor. Foi observada maior EU-S nas plantas da MP e maior ET-Mg nas
plantas do MG. Diante dos resultados sugere-se a utilizacdo da solucdo nutritiva de
Clark em estudos sobre a tolerdncia de B. verticillata ao As, devido as respostas
semelhantes das duas populagdes para os parametros estudados e a menor concentragao

de P na solucdo, o que reduz a competi¢cdo com o As pelos sitios de absorcao.

Palavras-chave: teor de macronutrientes, eficiéncia nutricional, aloca¢do de biomassa.



CHAPTER 1

Growth and mineral nutrition of plants of Borreria verticillata (Rubiaceae)
cultivated in different nutrient solutions
ABSTRACT: Studies on the accumulation of pollutants by plants are essential for
selecting phytoremediator species. Such studies are commonly carried out in
hydroponic systems, however, there is a lack of researches on the influence of the type
of nutrient solution on the results obtained. The objective of this study was to
investigate growth and nutritional state of plants of Borreria verticillata of populations
from Mata do Paraiso (MP) and Morro do Galo (MQG), in Hoagland and Clark nutrient
solutions, in order to determine the formulation more indicated to the cultivation of this
species, for the posterior study on its morphophysiological responses to arsenic (As).
Solutions were used at V2 strength, with pH 5,5 and 5,8 respectively. The experimental
design was completely randomized, in 2x2 factorial scheme and 5 replicants. Growth
analysis was carried out weekly and nutritional efficiency was determined at the end of
the 40 days of study. Both nutrient solutions were efficient for plant cultivation. Plants
from MG presented higher shoot height, while plants from MP were more branched. In
Clark solution, populations showed more homogenous responses regarding growth and
nutritional state. However, when cultivated in Hoagland solution, plants from MP
exhibited higher averages for roots” volume, and roots” and shoots” fresh and dry weigh,
as well as higher accumulation of P, Ca, K, Mg and S. Plants from MG presented higher
P absorption efficiency, however, use (UE) and translocation efficiency (TE) of this
nutrient were lower in this solution. On plants from MP, UE-P was also lower. Higher
UE-S on plants from MP and higher TE-Mg on plants from MG were observed. In the
light of the results, the use of Clark nutrient solution on studies on As tolerance of
Borreria verticillata is suggested, due to the similar responses of the two populations on
the parameters studied and to the lower P concentration in the solution, which reduces

the competition with As for absorption sites.

Keywords: macronutrients content, nutritional efficiency, biomass allocation



1. INTRODUCAO

Estudos com o intuito de investigar os efeitos de poluentes como Cd, Pb, As e
Hg em plantas sdo conduzidos principalmente em sistema hidropdnico devido a menor
complexidade do sistema quando comparado ao cultivo em solo, a maior facilidade de
acesso as raizes para o estudo dos danos provocados pelo poluente e também por se
conhecer a constituicdo exata da solu¢do nutritiva (Franco & Prado, 2006; Prieto
Martinez & Clemente, 2011).

A primeira solug@o nutritiva para o cultivo hidropdnico de plantas foi proposta
por Hoagland & Arnon em 1950 e, a partir de entdo, novas solucdes foram propostas
por outros autores com base em modificacdes nas concentragdes de nutrientes visando
adapté-la ao cultivo de diferentes espécies (Franco & Prado, 2006). O cultivo de plantas
sem solo vem sendo estudado desde a descoberta das exigéncias nutricionais de
diferentes espécies e, atualmente, € utilizado comercialmente na producao de hortalicas
e plantas ornamentais e também em pesquisas cientificas (Prieto Martinez & Clemente,
2011).

A solucdo de Hoagland tem sido amplamente empregada no cultivo de plantas
com o objetivo de avaliar a tolerancia a metais pesados como Cd, Cu, Pb e Zn (Kovéacik
et al., 2009; Wang et al., 2009; El-Betagi & Mohamed, 2010). Entretanto, no caso do
As, muitos autores utilizam a formulagc@o proposta por Clark (1975) devido ao menor
conteddo de fésforo (P), uma vez que o arsenato e o fosfato competem pelos mesmos
transportadores de membrana (Merharg & Macnair, 1992; Merharg & Hartlley-
Whitaker, 2002). Contudo, a caréncia de estudos sobre a influéncia do tipo de solucdo
nutritiva empregada em pesquisas sobre os efeitos do As em plantas gera dificuldades
na comparagao dos resultados obtidos em tais investigacoes.

A ampla ocorréncia de Borreria verticillata no Morro do Galo, um local com
alto teor de As no solo devido ao depdsito de rejeitos de mineracdo de ouro e das
atividades de uma fabrica de trioxido de arsénio, em Nova Lima (MG, Brasil)
(Deschamps & Matschullat, 2007), despertou a curiosidade de pesquisadores para a sua
tolerancia ao metaloide. O As é um elemento ndo essencial e téxico as plantas,
encontrado na superficie terrestre nas formas organica (formas metiladas) e inorgénica
(p. ex. arsenato e arsenito) (Kumaresan & Riyazuddin, 2001).

Silva (2008) evidenciou a tolerancia de B. verticillata ao As e Campos (2011)

mostrou que plantas provenientes de sitio contaminado (Morro do Galo - MG) sdo mais
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tolerantes ao As do que plantas que se desenvolvem em ambientes sem contaminacao,
como a Mata do Paraiso (MP) em Vicosa/MG. Em ambos os trabalhos, o cultivo das
mudas foi realizado em sistema hidroponico com solug¢do nutritiva de Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950) contendo As. Por meio destes estudos foi possivel observar
também que plantas de B. verticillata se desenvolvem bem na solucdo de Hoagland. No
entanto, essa solu¢do apresenta grande concentracdo de P, o que pode interferir na
absorcao de As (Merharg & Macnair, 1992; Merharg & Hartlley-Whitaker, 2002).

Apesar de a solu¢do de Clark ser mais utilizada em estudos dos efeitos do As
em plantas, ndo ha relatos sobre a eficiéncia dessa solucdo para o cultivo de B.
verticillata. Além da concentracdo de P, é necessdrio avaliar se a solucdo nutritiva
escolhida possui a quantidade adequada de nutrientes para o desenvolvimento das
plantas, uma vez que plantas com deficiéncia nutricional podem ter a resposta ao
poluente afetada por tal estresse.

Dessa forma, este estudo objetivou comparar o crescimento e a efici€éncia
nutricional de plantas de B. verticillata provenientes do Morro do Galo (MG) e da Mata
do Paraiso (MP) nas solu¢des nutritivas de Hoagland e de Clark de modo a determinar a
formulacdo mais indicada ao cultivo desta espécie para posterior estudo de suas

respostas morfofisioldgicas ao As.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

Plantas adultas de Borreria verticillata (L.) G.F.W. Mayer (Rubiaceae) foram
coletadas na Mata do Paraiso e no Morro do Galo. A Mata do Paraiso estd localizada no
municipio de Vicosa/MG, nas coordenadas 20°38°07”S e 42°51°31”W, e ndo possui
registros de contaminagcdo com arsénio. O Morro do Galo situa-se no municipio de
Nova Lima/MG, nas coordenadas 19°57°45’S e 43°51°07”W, e possui teor médio de As
no solo igual a 10.975 mg Kg' (Deschamps & Matschullat, 2007). Exemplares
herborizados encontram-se incorporados ao Herbdrio da Universidade Federal de
Vigosa (VIC) com o nimero de registro VIC 32771.

As mudas foram obtidas a partir de estacas de cerca de 10 cm das plantas
matrizes e cultivadas em areia lavada, recebendo irrigacdo didria e adubacdo semanal
com soluc¢do nutritiva de Hoagland modificada para %2 for¢a ionica (Hoagland & Arnon,

1950) e com pH ajustado em 5,5.



2.2. Implantaciao do experimento

Ap6s atingirem cerca de 40 cm de altura, as mudas mais homogéneas foram
retiradas dos vasos e as raizes lavadas em dgua corrente, para retirada da areia, e em
solucdo de hipoclorito de sédio (10%) para desinfestagdo. Posteriormente, foram
cultivadas em sistema hidroponico, em caixas de isopor com capacidade para 3 L
(protegidas com pldstico preto para evitar a entrada de luz), com solucdo nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950, modificada) a Y2 forca e pH 5,5 e solucdo de Clark (1975,
modificada) a V2 for¢a e pH 5,8 sob aeracao constante, conforme apresentado no quadro
1. As solucdes foram renovadas semanalmente durante 40 dias. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des e uma planta

por repeticao.

Quadro 1. Concentraciao de nutrientes nas solu¢des nutritivas de Hoagland e de Clark a

meia for¢a, conforme utilizadas neste trabalho.

Macronutrientes  Solucdo nutritiva | Micronutrientes  Solu¢io nutritiva
(mmol L) Hoagland  Clark (wmol L) Hoagland  Clark
Ca 2,0 1,3 Fe 45 45
K 3,0 0,9 B 23 9,5
NH,4 0,5 0,5 7n 0,65 1,0
NO; 7,0 3,5 Cu 0,15 0,25
Mg 1,0 03 Mn 6,3 3,5
S 1,0 0,3 Mo 0,05 0,3
P 0,5 0,0345 Cl - 0,25

2.3. Aspecto geral das plantas e analise do crescimento

O aspecto geral da parte aérea e das raizes foi observado a cada 2 dias de modo a
detectar possiveis sintomas causados pela toxidez e/ou deficiéncia de nutrientes.

Semanalmente a altura da parte aérea foi medida com auxilio de régua, sempre
no ramo de maior altura, e foi determinado o volume da raiz com o auxilio de proveta e
de pipeta graduada. O volume da proveta foi ajustado em 1 L com dgua desionizada
antes das raizes serem mergulhadas. O volume de dgua que ultrapassou a marcagao de 1
L foi retirado e medido em pipeta graduada, correspondendo ao volume da raiz.

A massa fresca das raizes e da parte aérea foi determinada ao final do periodo
experimental com auxilio de balanca de precisdo. Para a determinacdo da massa seca, as
plantas foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 70 °C até peso constante e

pesadas.
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2.4. Determinacao do teor de macronutrientes nos tecidos

ApOs secas, raiz e parte aérea de B. verticillata foram trituradas em moinho do
tipo Wiley. Amostras de 100 mg de matéria seca das raizes e da parte aérea foram
adicionadas a tubos contendo 2 mL de HNO;3; 70% e mantidas em pré-digestdo em
temperatura ambiente por 14 horas. Posteriormente, os tubos foram colocados em bloco
digestor com temperatura controlada e aquecidos a 100 °C por 2 horas. Apds
resfriamento, adicionou-se 1 mL de H,O, seguindo-se reaquecimento a 130 °C por 6
horas (adaptado de Manhas Verbi Pereira et al., 2006). Tubos contendo apenas acido
nitrico e peréxido de hidrogénio, submetidos aos mesmos procedimentos das amostras
vegetais foram utilizados como branco e para o preparo da curva padrdo. Os teores de P,
Ca, K, Mg e S foram determinados em espectrometro de emissdao atdmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES modelo Optima 7300 DV PerkinElmer, Inc. Shelton,
CT, USA) e expressos em mg KgMS'l.

2.5. Determinacdo da eficiéncia de absorcao, de uso e de translocaciao de
macronutrientes

As eficiéncias de absorcao (I), de translocacdo (II) e de utilizacao (III) de P, Ca,
K, Mg e S foram calculadas com base no conteido dos mesmos € na massa seca das

plantas (Siddiqi & Glass, 1981; Li et al., 1991; Swiader et al., 1994).

EA (mg g'l) = conteudo total do nutriente na planta D

massa seca das raizes

ET (%) = contetido do nutriente na parte aérea x 100 (ID)

conteddo total do nutriente na planta

EU (g2 mg'l) = (matéria seca total)’ (III)

conteddo total do nutriente na planta

2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia em esquema fatorial (2x2 -
duas populacdes e duas solugdes nutritivas) com o auxilio do programa SISVAR
(Sistema de Analise de Variancia) (Ferreira, 2000). O teste de significancia foi realizado

a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

Nao foram observados sintomas de toxidez e/ou deficiéncia de nutrientes na
parte aérea ou nas raizes das plantas de ambas as populagdes.

Ao se comparar o efeito de cada solugdo nutritiva no desenvolvimento das
populacdes individualmente, ao fim de 40 dias de cultivo, observou-se que as plantas do
Morro do Galo (MG) apresentaram altura da parte aérea (APA), volume das raizes
(VR), massa fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA, respectivamente) e das raizes
(MFR e MSR, respectivamente) estatisticamente iguais nas solu¢des de Clark e de
Hoagland, enquanto as plantas da Mata do Paraiso (MP) mostraram aumento
significativo nestes parametros na solu¢do de Hoagland (Tabela 1), com excecdo da
MSR.

Quando se comparou o desenvolvimento das populacdes na mesma solucao
nutritiva, observou-se que as plantas da MP e do MG ndo exibiram diferencas quanto ao
VR, MFPA, MFR, MSPA e MSR quando cultivadas na solucdo de Clark (Tabela 1). As
plantas da MP cultivadas em solu¢do de Hoagland apresentaram maiores médias para
VR, MFPA, MFR, MSPA e MSR quando comparadas com as plantas do MG (Tabela
1); e em ambas as solugdes, as plantas do MG apresentaram maior APA. As plantas da
MP exibiram arquitetura da parte aérea diferente, em ambas as solugdes, com maior
numero de ramificagdes laterais do que as plantas do MG (Figura 1).

Estudando-se o crescimento em altura da parte aérea ao longo dos 40 dias de
tratamento, observou-se que as plantas do MG e da MP cultivadas na solugdo de
Hoagland apresentaram crescimento linear. Quando cultivadas em solucdo de Clark, as
plantas de ambas as populacdes apresentaram crescimento mais acentuado a partir do
20° dia de cultivo (Figura 2A-C). O volume das raizes das plantas da MP aumentou
linearmente na solucdo de Hoagland (Figura 2D), enquanto nas plantas do MG o
crescimento foi mais acentuado nos primeiros 25 dias de cultivo (Figura 2B). J4 quando
cultivadas em solucdo de Clark, as raizes das plantas de ambas as populacdes
apresentaram maior crescimento nos primeiros 15 dias de tratamento (Figura 2B-D).

Nao foi observada diferenca significativa no acimulo total de P, K, Mg e S ao se
comparar o acimulo dos macronutrientes pelas populagdes em cada solucdo nutritiva
separadamente, ou seja, no desdobramento de populagcdo em solu¢do nutritiva. Ja o teor
de Ca foi maior nas plantas do MG cultivadas na solu¢ao de Clark quando comparado

com as plantas da MP cultivadas nesta mesma solucao (Tabela 2).
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Comparando-se entdo o efeito de cada solucdo nutritiva no acimulo dos
nutrientes pelas populacdes separadamente, isto €, o desdobramento das solugdes
nutritivas dentro de cada populacdo, observou-se que o conteido total dos
macronutrientes € o conteido na parte aérea e nas raizes das plantas do MG nao
diferiram devido ao cultivo nas solucdes de Clark e de Hoagland. No entanto, as plantas
da MP mostraram maior teor total de todos os nutrientes quando cultivadas em solugdo
de Hoagland; na parte aérea houve aumento nos conteddos de P, Ca, K e Mg e nas
raizes o houve maior acimulo de P, K e Mg (Tabela 2).

As eficiéncias de absor¢do (EA), de uso (EU) e de translocagdo (ET) de P, Ca,
K, Mg e S ndo diferiram entre as populagdes quando as plantas foram cultivadas na
solucdo de Clark. Quando cultivadas na solu¢do de Hoagland, as plantas do MG
apresentaram maior EA-P do que quando cultivadas em soluc¢do de Clark, entretanto, a
EU e a ET deste nutriente foi menor nessa solu¢do. As plantas da MP também
apresentaram menor EU-P na solu¢do de Hoagland e, além disso, foi observada maior

EU-S nas plantas da MP e maior ET-Mg nas plantas do MG (Tabela 3).

4. DISCUSSAO

O suprimento inadequado de minerais essenciais ao desenvolvimento das plantas
resulta em distirbios nutricionais que se manifestam na forma de sintomas
caracteristicos de deficiéncia ou de toxidez (Taiz & Zeiger, 2010) que,
consequentemente, afetam o crescimento. As solucdes nutritivas de Hoagland e de
Clark foram adequadas ao cultivo das plantas de ambas as populacdes de B. verticillata,
uma vez que nao foram observados sintomas de deficiéncia e/ou excesso de nutrientes.

No entanto, o maior acimulo de biomassa nas plantas da MP na solugdo de
Hoagland € um indicativo de que o uso desta solucdo em estudos sobre a tolerdncia ao
As pode influenciar os resultados obtidos. Acredita-se que o cultivo em solucdo de
Hoagland possa aumentar a tolerancia ao metaloide devido a maior concentracido de P
na solu¢do, reduzindo a absor¢do de As pelas plantas, uma vez que fosfato e arsenato
competem pelos mesmos transportadores (Merharg & Macnair, 1992; Merharg &
Hartlley-Whitaker, 2002). Adicionalmente, a taxa P:As nos 6rgdos tende a ser mantida
elevada, desfavorecendo o As na competicdo pelos sitios de fosfato nas moléculas e
contribuindo para a tolerancia ao mesmo (Liu et al., 2005; Smith et al., 2010). Os

efeitos da concentra¢ao de nutrientes na solug@o nutritiva sobre a tolerancia ao Al foram
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muito estudados na década de 1980, em espécies como Sorghum bicolor, Oriza sativa e
Triticum aestivum (Furlani & Clark, 1981; Camargo e Oliveira, 1981; Camargo, 1984;
Camargo, 1985). Camargo (1984), por exemplo, observou que o0 aumento na
concentracdo de sais, principalmente de Ca, na solucdo implica em aumento da
tolerancia ao Al em algumas cultivares de arroz. Por meio dos resultados dessas
pesquisas, ficou claro que a concentracdo de nutrientes na solugdo nutritiva pode
influenciar a tolerancia das plantas ao Al, no entanto, ha caréncia de trabalhos sobre este
efeito na tolerancia ao As.

A diferenca na arquitetura observada nas plantas do MG e da MP se mostrou
uma caracteristica constitutiva, uma vez que, mesmo as plantas ndo estando em seu
ambiente natural, as caracteristicas foram mantidas. Essa diferenca estd relacionada as
condi¢cdes ambientais em que estas populagdes se desenvolvem originalmente, tendo em
vista que estas normalmente competem pela luz solar e apresentam mecanismos que
aumentam a eficicia na interceptacdo de luminosidade (Taiz & Zeiger, 2010). As
plantas do MG crescem em um ambiente aberto e altamente impactado que é o Morro
do Galo em Nova Lima/MG, onde ha dominio de plantas herbaceas. Nesses ambientes,
o investimento no crescimento em altura é uma caracteristica vantajosa devido a
ocorréncia de competi¢cdo pela luminosidade entre plantas do mesmo estrato. As plantas
da MP, pelo contrario, estdo originalmente localizadas em ambiente com luminosidade
difusa, na Mata do Paraiso (Vigosa/MG), o que requer estratégias que promovam
aumento na interceptacao de luz solar, neste caso, o investimento em ramificagdes.

A alta concentragdo de nutrientes na solu¢do de Hoagland proporcionou maior
incremento na biomassa nas plantas da MP, o que estd de acordo com o maior acimulo
de todos os macronutrientes nessas plantas, enquanto as planta do MG nao apresentaram
resposta. De acordo com Chapin (1980), ecétipos (populacdes geneticamente distintas
adaptadas a diferentes ambientes) de sitios férteis crescem mais rapidamente do que os
ecotipos de locais inférteis e com o aumento da disponibilidade de nutrientes
apresentam maior incremento na taxa de crescimento. Esta relacdo mostrou-se
verdadeira nas plantas do MG e da MP, considerando-se sitio infértil aquele com alta
concentracdo de As no solo (Morro do Galo) e sitio fértil aquele isento de contaminagao
pelo metaloide (Mata do Paraiso), apesar da fertilidade dos solos do Morro do Galo e da
Mata do Paraiso ndo terem sido analisadas. No entanto, trabalhos mostram que os solos

do Quadrilatero Ferrifero, regido onde se encontra o Morro do Galo, possuem baixa
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fertilidade natural (Deschamps & Matschullat, 2007), enquanto ambientes de mata,
como a Mata do Paraiso, geralmente apresentam solos mais férteis.

A auséncia de resposta das plantas do MG parece estar relacionada a sua menor
exigéncia nutricional, decorrente da aclimatacdo a baixa disponibilidade de nutrientes,
caracteristica dos solos do Quadrilatero Ferrifero, e aos altos teores de As no solo do
Morro do Galo (teor médio 10.975 mg Kg'l) (Deschamps & Matschullat, 2007). Assim,
areserva de nutrientes na rizosfera ndo € exaurida e a taxa de crescimento € mantida por
periodos prolongados (Chapin, 1980). Resultados semelhantes foram observados por
Specht & Groves (1966), quando foi fornecida uma dose de fésforo inicial e se
comparou as respostas de plantas australianas e espécies introduzidas com maior
requerimento de fésforo. As espécies introduzidas cresceram rapidamente no inicio do
experimento e mostraram senescéncia antes do final da experiéncia; as espécies nativas
continuaram a crescer ao longo do experimento e produziram tanto quanto ou mais do
que as espécies introduzidas (Specht & Groves, 1966), demonstrando que a taxa de
absor¢do de nutrientes € geneticamente determinada e pode variar entre espécies e
ecotipos.

As eficiéncias nutricionais € a concentragdo de minerais nas plantas variam em
funcdo da espécie e da constituicdo genética da planta (Tomaz et al., 2003; Rozane et
al., 2007; Broadley & White, 2012), além do estddio de desenvolvimento da mesma.
Neste estudo, observou-se que apesar das plantas da MP acumularem mais nutrientes e
biomassa do que as plantas do MG quando cultivadas em solucdo de Hoagland, a
eficiéncia nutricional de ambas € semelhante, considerando-se como eficiéncia
nutricional a juncdo das eficiéncias de absor¢do, uso e translocacdo dos nutrientes.
Sabe-se que metais pesados podem interferir no metabolismo vegetal, afetando a
absor¢do de elementos essenciais (Cao et al., 2004; Tu & Ma, 2005), como relatado para
0 As em espécies como Pisum sativum, Lemna gibba, Salvinia minima e Baccharis
dracunculifolia (Pdivoke & Simola, 2001; Ledo, 2010, Gilberti, 2012). Sendo assim,
sugere-se avaliar a possivel relacdo entre as diferencas na absorcdo de nutrientes e a
tolerancia diferencial ao As nas duas populacdes de B. verticillata por meio do estudo
do efeito deste metaloide na nutricdo mineral destas plantas.

A formulacido proposta por Clark é a mais indicada para o estudo sobre a
tolerancia de B. verticillata ao As devido as respostas semelhantes das plantas das duas
populacdes em todos os parametros estudados e a menor concentracdo de fésforo na

solucdo nutritiva, o que reduz a competicdo com o arsénio pelos sitios de absor¢ao.

15



5. CONCLUSOES

1. As solugdes nutritivas propostas por Hoagland & Arnon e por Clark mostraram-se
adequadas para o cultivo de plantas de Borreria verticillata, como foi evidenciado
pela auséncia de sintomas de deficiéncia e/ou toxidez de nutrientes.

2. As plantas provenientes do Morro do Galo e da Mata do Paraiso apresentaram
respostas mais homogéneas quando cultivadas na solucdo de Clark. Na solucdo de
Hoagland, as plantas da Mata do Paraiso acumularam mais nutrientes e biomassa,
mas a efici€ncia nutricional foi semelhante a das plantas do Morro do Galo.

3. A solucdo nutritiva mais indicada para o cultivo de plantas de B. verticillata com a
finalidade de investigar sua tolerancia ao arsénio € a solu¢do de Clark, devido as
respostas semelhantes das populagdes e também a menor concentragao de fosforo na
formulacdo, o que reduz a competicao deste elemento com o As pelos sitios de

absor¢ao.
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ANEXOS

Clark Hoagland

Figura 1. Aspecto geral de plantas de Borreria verticillata provenientes do Morro do Galo
(MG, sitio contaminado com As) e da Mata do Paraiso (MP, local isento de contaminag¢do com
As) cultivadas em solugdo nutritiva de Hoagland e de Clark por 40 dias.
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Figura 2. Pardmetros de crescimento de plantas de Borreria verticillata provenientes das
populagdes do Morro do Galo (sitio contaminado com As) e da Mata do Paraiso (sitio ndo
contaminado com As) cultivadas nas soluc¢des nutritivas de Hoagland e de Clark, por 40 dias.
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Tabela 1. Crescimento e acimulo de biomassa em plantas de Borreria verticillata, populagdes
provenientes do Morro do Galo (MG, sitio contaminado com As) e da Mata do Paraiso (MP,
sitio ndo contaminado com As), cultivadas nas solucdes nutritivas de Hoagland e de Clark,
durante 40 dias.

- - APA VR MFPA MFR MSPA MSR
Populacio  Solucido (cm) (em’) N
\g/
MG Clark 57,20 aA 18,04 aA 24,22 aA 13,14 aA 6,12 aA 1,38 aA
Hoagland 61,20aA 18,56 bA 20,73bA 12,96 bA 5,37 bA 0,92 bA
MP Clark 47,82bB 20,38 aB 21,54 aB 12,41 aB 5,36 aB 1,40 aA
Hoagland 53,68 bA 30,42 aA 32,83 aA 21,53 aA 7,40 aA 1,91 aA

APA — altura da parte aérea, VR — volume da raiz, MFPA — massa fresca da parte aérea, MFR —
massa fresca da raiz, MSPA — massa seca da parte aérea, MSR — massa seca da raiz. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. Letras
minusculas representam a comparagdo das populagdes dentro de cada solugdo nutritiva e letras
maidsculas comparam as solugdes nutritivas dentro de cada populagao.

Tabela 2. Teor de macronutrientes na parte aérea, nas raizes e total em plantas de Borreria
verticillata, populagdes provenientes do Morro do Galo (MG, sitio contaminado com As) e da
Mata do Paraiso (MP, sitio ndo contaminado com As), cultivadas nas solucdes nutritivas de
Hoagland e de Clark, durante 40 dias.

Parte aérea (mg KgMS™)
Populacio  Solucao
P Ca K Mg S
MG Clark 2131,86 aA 9993,23 aA  14932,08 aA 2132,14 aA 2431,28 aA
Hoagland  2955,78 aA 8908,53 bA  14528,05 aA 2395,80 aA 2836,41 aA
MP Clark 1752,40 aB 9215,57aB  13176,54 aB 1530,95aB 2147,51 aA
Hoagland  3657,77 aA 1245398 aA  16220,31 aA 2600,39 aA 2498,26 aA
Raiz (mg KgMS™)
Populacio  Solucio
P Ca K Mg S
MG Clark 2658,75 aA  12236,69 aA  22547,773 aA 1142,67 aA 1798,77 aA
Hoagland  8517,35aA  11405,03 aA 2422549 aA 1396,64 bA 1901,55 aA
MP Clark 2576,56 aB 7436,27 aA  20145,76 aB  1033,98 aB  1892,54 aA
Hoagland 10762,00 aA  11363,65aA  29313,31 aA 2342,47 aA 2292,15 aA
Total (mg KgMS™)
Populacio  Solucao
P Ca K Mg S
MG Clark 4790,61 aA 2222992 aA  37479,80 aA 3274,82 aA  4230,05 aA
Hoagland 11473,14 aA  20313,56 aA  38753,54 aA 379244 aA 4737,96 aA
MP Clark 4328,97aB  16651,84 bB  33322,29 aB 2564,93 aB  4040,05 aB
Hoagland 14419,77 aA  23817,63 aA  45533,62 aA 4942,87 aA 4790,41 aA

Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade. Letras
mindsculas representam a comparacdo das populagdes dentro de cada solucdo nutritiva e letras
maidsculas comparam as solugdes nutritivas dentro de cada populagao.
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Tabela 3. Eficiéncia de absor¢ado, de uso e de translocagao de P, Ca, K, Mg e S em plantas de
Borreria verticillata, populagdes do Morro do Galo (MG, sitio contaminado com As) e da Mata
do Paraiso (MP, sitio ndo contaminado com As), cultivadas nas solu¢des nutritivas de Hoagland

e de Clark, durante 40 dias.

Populacdo  Solucio

Eficiéncia de absorcio (mg g)

P Ca K Mg S
MG Clark 25,77 aB 122,64 aA 206,61 aA  17,97aA 22,99 aA
Hoagland 108,02 aA 187,29 aA 348,97 aA 34,99 aA 44,99 aA
MP Clark 20,38 aA 80,36 aA 160,36 aA  12,42aA 19,40 aA
Hoagland 71,35 aA 116,88 aA 225,40 aA 24,18 aA 23,54 aA
Populagio  Solugio Eficiéncia de uso (g mg™’)
P Ca K Mg S
MG Clark 1,64 aA 0,35 aA 0,21 aA 2,32 aA 1,79 aA
Hoagland 0,55 aB 0,33 aA 0,16 aA 1,71 aA 1,33 bA
MP Clark 1,65 aA 0,41 aA 0,20 aA 2,62 aA 1,69 aA
Hoagland 0,74 aB 0,40 aA 0,20 aA 1,94 aA 1,97 aA
Populacio  Solucdo Eficiéncia de translocacio (%)
P Ca K Mg S
MG Clark 36,38 aA 37,36 aA 32,51 aA 52,79 aA 46,55 aA
Hoagland 22,53 aB 38,83 aA 32,68 aA 53,85 aA 51,09 aA
MP Clark 31,96 aA 43,56 aA 31,07 aA 47,13 aA 42,05 aA
Hoagland 21,85 aA 42,51 aA 28,58 aA 41,99 bA  41,85aA

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
Letras mintsculas comparam as populacdes dentro da solucdo nutritiva e letras maidsculas

comparam a solucao nutritiva dentro de cada populacao.
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CAPITULO 2

Respostas morfofisioldgicas ao arsénio em plantas de Borreria verticillata
provenientes de sitio contaminado e nao contaminado com As
RESUMO: O arsénio (As) ¢ um elemento téxico aos seres vivos, no entanto, plantas
que crescem em ambientes contaminados podem exibir estratégias de tolerancia. A
restricdo da absorcdo de As e a detoxificacao intracelular sdo os principais mecanismos
de tolerancia observados em plantas. Os objetivos deste trabalho foram: comparar as
respostas morfofisiolégicas ao As em plantas de Borreria verticillata provenientes de
sitio contaminado (Morro do Galo - MG) e ndo contaminado com As (Mata do Paraiso -
MP) com o intuito de elucidar os mecanismos responsdveis pela tolerancia diferencial
nestas duas populacdes; e fornecer subsidios para avaliar o potencial da espécie para a
fitorremediacdo de arsénio. Plantas de B. verticillata foram cultivadas por 4 dias em
solucdo nutritiva de Clark contendo 0,0 e 66,0 uM de As. Ao final do experimento, as
plantas apresentaram sintomas de toxidez na parte aérea e nas raizes e o crescimento das
plantas da MP foi negativamente afetado pelo As. O maior acimulo de As ocorreu nas
raizes, o que explica a severidade dos danos na morfologia e na estrutura interna desses
orgdos, principalmente nas plantas da MP. As plantas do MG retiveram mais P nas
raizes quando expostas ao As, mantendo a taxa P:As alta, o que conferiu maior
tolerancia as mesmas. Além disso, apresentaram menor transloca¢ido de As para a parte
aérea e maior acimulo de Ca nas raizes, o que pode ter levado ao aumento da quelagcdo
do metaloide na estrutura dos idioblastos cristaliferos e a manutencao da integridade das
barreiras apoplésticas. Houve incremento também no nimero de idioblastos fendlicos
nas raizes, nas plantas do MG e da MP. Adicionalmente ao menor fator de translocagao
de As, as plantas do MG exibiram aumento na atividade da dismutase do superdéxido
(SOD) e na sintese de tidis nas folhas o que estd relacionado com sua maior resisténcia.
As plantas da MP apresentaram reducao na atividade da SOD e aumento na atividade da
polifenoloxidase nas folhas em resposta ao As. Ficou demonstrado que as populacdes
apresentam estratégias distintas de detoxificacdo de As e que as plantas provenientes do
Morro do Galo s@o mais resistentes e, portanto, mais adequadas para a revegetacdao de

areas contaminadas com esse elemento.

Palavras-chave: acimulo de nutrientes, mecanismos de detoxificacdo, compostos
antioxidantes.
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CHAPTER 2

Morphophysiological responses to arsenic in plants of Borreria verticillata from As-
contaminated and not contaminated sites
ABSTRACT: Arsenic is an element toxic to living beings, however, plants that grow
on contaminated environments can exhibit tolerance strategies. The restriction of As
absorption and intracellular detoxification are the main tolerance mechanisms observed
in plants. The objectives of this study were: to compare morphophysiological responses
to arsenic in plants of Borreria verticilata from As-contaminated (Morro do Galo - MG)
and not contaminated sites (Mata do Paraiso - MP), in order to elucidate the
mechanisms responsible for differential tolerance on these two populations; and to
provide subsidies for the evaluation of the arsenic phytoremediation potential of the
species. Plants of Borreria verticillata were cultivated for 4 days in Clark’s nutrient
solution containing 0.0 and 66.0 UM of As. At the end of the experiment, plants showed
symptoms of toxicity on shoots and roots, and growth on plants from MP was
negatively affected by As. The higher As accumulation took place on roots, which
explains the severity of damage on morphology and internal structure of these organs,
mainly on plants from MP. Plants from MG retained more P on roots when exposed to
As, maintaining P:As rate high, which gave them higher tolerance. Furthermore, they
presented lower As translocation to shoots due to higher Ca accumulation on roots,
which could have led to increase in the chelation of the metalloid on the structure of the
crystalliferous idioblasts, and to maintenance of the integrity of apoplastic barriers.
There was increment also on the number of phenolic idioblasts on roots, on plants from
MG and MP. Additionally to the lower As translocation factor, plants from MG
exhibited increase on the activity of superoxide dismutase (SOD) and on synthesis of
thiols on leaves, which rendered them higher resistance. Plants from MP presented
reduction on the activity of SOD and increase on the activity of polyphenol oxidase on
leaves in response to As. It was demonstrated that the populations have distinct As
detoxification strategies and that plants from Morro do Galo are more resistant and thus

more suitable for the revegetation of areas contaminated with this element.

Keywords: nutrient accumulation, detoxification mechanisms, antioxidant compounds.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) é um elemento ndo essencial e toxico as plantas, que pode ocorrer
no ambiente nas formas organica e inorganica (Kumaresan & Riyazuddin, 2001). Sua
fitotoxicidade depende, dentre outros fatores, da forma quimica e da concentracdao
(Patra et al., 2004). As formas inorganicas, arsenito (As+3 ) e arsenato (As+5), sdo cerca
de 100 vezes mais toxicas que as formas organicas (metiladas) (Barra et al., 2000).

O As™ ¢ absorvido via aquaporinas (Merharg & Jardine, 2003; Ali et al., 2009),
e é mais citotéxico que o As* por se ligar a grupos sulfidricos de enzimas e proteinas,
resultando em disfuncdo e morte celular (Hughes, 2002; Rosen, 2002; Requejo & Tena,
2005).

O As™ ¢ um andlogo nao funcional do fosfato. Dessa forma, € absorvido via
transportadores de fosfato (Merharg & Macnair, 1992; Merharg & Hartlley-Whitaker,
2002). Sua toxidez estd relacionada a sua interferéncia na absor¢do de fosfato e nas
reacoes de fosforilagdo, provocando alteracdes no fluxo energético celular (Hughes,
2002; Dhankher et al., 2011). Ap6s ser absorvido, é reduzido a As™ pela acdo da
enzima arsenato redutase, um passo fundamental para a complexacdo do As com
peptideos ricos em tidis (Bleeker et al., 2006).

Os efeitos do As nas plantas podem entdo ser diretos, decorrentes da atuagdo do
As*™ como andlogo ndo funcional do fosfato ou da reacdo do As™ com os grupos —SH
das enzimas; e indiretos, devido ao comprometimento do funcionamento das raizes e
reducdo na absorcdo e translocacdo de nutrientes e dgua para a parte aérea (Carbonell-
Barrachina et al., 1997; Silva, 2008).

Apesar de ser toxico, plantas de diferentes espécies sdo capazes de sobreviver
em ambientes com altos teores de As (Hartlley-Whitaker et al., 2001; Ma et al., 2001;
Rascio & Navari-Izzo, 2011). A tolerdncia a este elemento varia de acordo com a
concentracdo, o tempo de exposicdo e a espécie. Os mecanismos de tolerdncia ao As
envolvem tanto respostas constitutivas quanto adaptativas (Meharg, 1994). De acordo
com Inouhe (2005), os dois principais mecanismos observados em plantas e
microrganismos sao: a restricdo da absor¢do de As, um mecanismo que possibilita a
reducdo do influxo de arsenato a niveis que as plantas sdo capazes de detoxificar
(Meharg & Macnair, 1990; Meharg and Macnair 1992; Meharg, 1994; Fujiwara et al.,
2000; Bleeker et al. 2003); e a detoxifica¢do intracelular (Edmonds & Francesconi,

1981; Kaise et al., 1988).
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Os mecanismos de detoxificacdo de As podem ser divididos em primérios e
secundérios (Tripathi et al., 2012a). A detoxificacdo primdria envolve estratégias que
operam mantendo a concentracdo celular de As livre em nivel minimo por meio de sua
complexacdo com peptideos ricos em tidis, principalmente glutationa e fitoquelatinas, e
armazenamento do complexo no vactolo (Cobbett & Goldsbrough, 2002; Hall, 2002;
Logoteta et al., 2009; Zhao et al. 2010). Contudo, a exposicdo das plantas ao As
promove o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que danificam
macromoléculas, afetam a permeabilidade da membrana e inibem o crescimento da
planta (Hartley-Whitaker et al., 2001; Singh & Ma, 2006; Talukdar, 2012). Sendo
assim, o segundo tipo de detoxificacdo consiste na preven¢ao e/ou reparo destes danos
pela acdo de enzimas antioxidantes (p. ex. dismutase do superoxido, catalase e
peroxidase) e agentes ndo-enzimdticos (p. ex. carotenoides, ascorbato e compostos
fendlicos) (Meharg, 1994; Sinha et al., 2010; Garg & Singla, 2011).

Os compostos fendlicos sdo importantes moléculas antioxidantes que atuam na
neutralizacdo de radicais livres e na quelacdo de metais, agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo (Shahidi et al., 1992; Michalak,
2006). Outro possivel mecanismo de sequestro de metais pesados € a sua incorporagao
na estrutura de cristais, como as drusas (Choi et al., 2001; Silva et al., 2001; Mazen et
al., 2004).

Populagdes distintas de uma mesma espécie podem apresentar grau variado de
tolerancia ao As, de acordo com as pressoes seletivas presentes nos ambientes onde elas
se desenvolvem (Patra et al., 2004; Campos, 2011). Segundo Campos (2011), plantas de
Borreria verticillata provenientes de local contaminado com arsénio, como o Morro do
Galo situado no municipio de Nova Lima/MG, apresentam maior tolerancia ao
metaloide do que plantas oriundas de sitio isento de contaminagdo com tal poluente,
como a Mata do Paraiso situada em Vicosa/MG.

Visando fornecer subsidios para avaliar o potencial de B. verticillata para a
fitorremediacdo de arsénio, os objetivos deste trabalho foram: avaliar o crescimento, o
estado nutricional, a atividade de enzimas do sistema antioxidativo, o conteido de
compostos tiolados e as altera¢des estruturais em plantas provenientes do Morro do
Galo (MG) e da Mata do Paraiso (MP) expostas ao arsé€nio; e contribuir para a
elucidacdo dos mecanismos responsdveis pela tolerancia diferencial nestas duas

populagdes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencao, aclimatacao e exposicao das plantas aos tratamentos

As plantas matrizes de Borreria verticillata (L.) G.F.W. Mayer (Rubiaceae)
foram coletadas na Mata do Paraiso € no Morro do Galo, conforme descrito no capitulo
anterior. As mudas foram obtidas por meio de estaquia e cultivadas em areia lavada com
irrigacdo didria e adubagdo semanal com solucdo nutritiva de Hoagland a %2 forca e pH
5,5 (Hoagland e Arnon, 1950). Ap6s atingirem cerca de 40 cm de altura, as mudas
foram retiradas dos vasos e suas raizes foram lavadas em dgua corrente, para retirada da
areia, e em hipoclorito de sédio 10% para desinfestacdo. Entdo foram transferidas para
sistema hidropdnico contendo solucdo nutritiva de Clark a 2 forca e pH 5,8 (Clark,
1975) sob aeragdo constante, em caixas de isopor com capacidade para 3L (protegidas
com pléstico preto para evitar a entrada de luz).

Os tratamentos foram iniciados apds trés semanas de aclimatizacdo das plantas
ao cultivo hidropdnico. O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado, com duas populacdes (MG e MP), dois tratamentos (0,0 e 66,0 uM de As,
na forma de Na,HAsO,.7H,0) e quatro repeticdes e uma planta por repeticdo (Figura
1A). As concentracdes de As utilizadas foram baseadas nos trabalhos desenvolvidos por
Silva (2008) e Campos (2011) com a mesma espécie. O periodo experimental foi de

quatro dias, sendo que o pH da solu¢do nutritiva foi ajustado diariamente para 5,8.

2.2. Analise do crescimento

Os parametros de crescimento foram mensurados no primeiro e no dltimo dia do
periodo experimental. A altura da parte aérea (APA) foi medida com auxilio de régua,
sempre no ramo com maior comprimento. O volume das raizes (VR) foi determinado
com o auxilio de proveta e de pipeta graduada. Para tal, o volume da proveta foi
completado com 1 L de 4dgua desionizada e as raizes foram mergulhadas. O volume de
dgua que ultrapassou a marcacio de 1 L foi retirado e medido com pipeta graduada,
correspondendo ao volume da raiz. A massa fresca total (MFT) das plantas foi
determinada com auxilio de balanga de precisao.

Ao final do periodo experimental, foi calculado o crescimento real das plantas
durante o periodo de tratamento por meio da diferenca entre os valores final e inicial da

APA, do VR e da MFT.
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2.3. Determinacao dos teores de arsénio (As) e de macronutrientes nos tecidos e
fatores de bioacumulacio (FBA) de As e translocacio (FT) de As e
macronutrientes

Ao final do periodo experimental, as plantas foram separadas em parte aérea e
raizes, secas em estufa de ventilacdo forcada a 70°C até peso constante e moidas em
moinho do tipo Wiley.

Para a determina¢do do acimulo de As, P, Ca, K, Mg e S, amostras de cerca de
0,2 g de parte area e 0,1 g de raizes foram pré-digeridas em tubos contendo 2 mL de
solucdo nitroperclérica (3:1) a temperatura ambiente, por um periodo de 14 h.
Posteriormente, os tubos foram transferidos para bloco digestor e a temperatura foi
aumentada gradativamente até atingir 180°C, permanecendo até a completa digestdo da
matéria organica (Tedesco et al., 1995). Apds o resfriamento, o contetido dos tubos foi
completado para 10 ml com 4gua desionizada.

A determinacdo das concentracdes de As e de macronutrientes foi feita em
espectrometro de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES
modelo Optima 7300 DV PerkinElmer, Inc. Shelton, CT, USA), e estas foram expressas
em mg KgMS'l.

O FBA (I) de As e os FT (II) de As e dos macronutrientes foram determinados
com base nos teores desses elementos nos tecidos (Tu et al., 2002; Fayiga & Ma, 2005;

Huang et al., 2006).

FBA = concentracdo de As na planta D

concentragdo de As na solucdo nutritiva

FT = concentracdo do elemento na parte aérea (II)

concentracdo do elemento na raiz

2.4. Analise visual e microscopica

A evolugdo dos sintomas visuais causados pela exposicao ao As na parte aérea e
nas raizes foi observada diariamente e, ao final do periodo experimental, essas
alteracOes foram documentadas com auxilio de cdmera digital.

Para as andlises anatdmicas, amostras da zona de ramificacdo das raizes e da
lamina de folhas do 3° nd a partir do 4pice foram coletadas e fixadas em Karnovsky

(Karnovsky, 1965), desidratadas, em série etilica, e incluidas em metacrilato
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(Historesin, Leica Instruments). Secc¢des transversais de 7 um de espessura foram
obtidas com auxilio de micr6tomo rotativo de avango manual (Spencer 820), coradas
em azul de Toluidina 0,05% em tampao fosfato 0,1M e pH=6,8 por 10 minutos
(adaptado de O’Brien et al., 1965), e montadas entre lamina e laminula com Permount
(Fisher Scientific Permount Mounting Medium). As observacdes e a documentacdo
fotografica foram feitas em fotomicroscopio (modelo Olympus AX70TRF, Olympus
Optical, Téquio, Japdo) com camera digital acoplada (modelo Zeiss AxioCam HR3,
Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha).

A contagem dos idioblastos fendlicos e cristaliferos foi feita em seccdes
transversais de folhas e raizes. Para cada repeticao foram feitos 3 blocos e a partir destes
9 laminas. Em cada 1amina foram fotografadas 3 seccdes, totalizando 27 campos por

repeticdo e 108 contagens por tratamento por populacao.

2.5. Determinacdo da atividade das enzimas dismutase do superéxido, catalase,
peroxidase e polifenoloxidase

Amostras de 0,1 g de folhas e raizes congeladas a -86°C foram maceradas em
almofariz a 4°C contendo 2 mL de tampao de extra¢do (tampao fostato de potassio 0,1
M e pH 6,8, EDTA 0,1 mM, PMSF 0,1 mM e PVPP 1%) (Peixoto et al., 1999). Em
seguida, o material foi centrifugado a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi utilizado para a determinacdo da atividade das enzimas dismutase do superdxido
(SOD EC 1.15.1.1), catalase (CAT EC 1.11.1.6), peroxidase (POX EC 1.11.1.7) e
polifenoloxidase (PPO EC 1.10.3.1).

Para a determinagdo da atividade da SOD foi utilizado 4,95 mL de meio de
reacdo (tampao fosfato de sédio 50 mM e pH 7,8, metionina 13 mM, EDTA 0,1 mM,
riboflavina 2,0 uM e NBT 75,0 uM) e 0,05 mL do extrato enzimadtico, totalizando 5 mL
(Giannopolitis & Ries, 1977). A reagdo foi realizada em cdmara com luz fluorescente de
15 watts por 5 minutos. A produgdo fotoquimica de azul de formazana foi determinada
em espectrofotdmetro (modelo Cary 100, Varian, Maryland, USA) a 560 nm. O
branco consistiu de um meio de reacdo idéntico ao anterior mantido no escuro.
Considerou-se que 1 U de SOD corresponde a quantidade da enzima capaz de inibir a
reducdo do NBT em 50%. O resultado foi expresso em U min™ mg™ proteina.

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Havir & McHale (1987).
Para o preparo da reacdo foram utilizados 2,8 mL de tampdo de reagdo composto por

tampao fosfato de potdssio 50 mM e pH 7,0 e H,O; 12,5 uM e 0,2 mL do extrato

29



enzimatico. O decréscimo na absorbancia a 240 nm foi medido em espectrofotometro
(modelo Cary 100, Varian, Maryland, USA) durante o primeiro minuto de reacdo. A
atividade enzimaética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 36
mM" cm” (Anderson et al., 1995) e o resultado foi expresso em pmol min' mg’
proteina.

A atividade da POX foi determinada utilizando-se 5 mL de meio de reacdo
contendo 4,8 mL de tampdo de reacdo (tampao fosfato de potdssio 50 mM e pH 7,0,
pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM) e 0,2 mL do extrato enzimatico (adaptado de Kar &
Mishra, 1976). A queda na absorbancia a 420 nm foi mensurada em espectrofotometro
(modelo Cary 100, Varian, Maryland, USA) durante o primeiro minuto de reagdo a
25°C e foi acompanhada para o cdlculo da atividade enzimatica. Foi utilizado o
coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM™ cm™ para o célculo da atividade da enzima
(Chance e Maehley, 1955) e o resultado foi expresso em pmol min” mg™ proteina.

Para a determinacdo da atividade da PPO foi utilizado 4,8 mL de tampao de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM e pH 7,0 e pirogalol 20 mM e 0,2
mL do extrato enzimdtico (adaptado de Ryan et al., 1982). O decréscimo na absorbancia
a 420 nm foi medido em espectrofotdmetro (modelo Cary 100, Varian, Maryland, USA)
durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se
o coeficiente de extin¢gdo molar de 2,47 mM! cm’! (Chance e Maehley, 1955). O
resultado foi expresso em pmol min” mg™ proteina.

A determinacdo do conteido de proteina foi realizada segundo o método
proposto por Bradford (1976). A reacdo foi feita utilizando-se 2 UL do extrato proteico
(diluido 20 vezes), 198 UL de dgua mili-Q e 1000 uL do reagente de Bradford. A curva
padrao foi preparada utilizando-se quantidades conhecidas de albumina do soro bovino
(BSA) na faixa de 0 a 16 pg pL'. A absorbancia foi lida a 595 nm em
espectrofotometro leitor de microplaca (modelo Asys UVM 340, Summyvale,

California, USA).

2.6. Determinacao do teor de compostos tiolados
Para a determinacdo do conteudo de tidis, 0,1 g de folhas e raizes foi macerado
em almofariz a 4°C contendo 2 mL de meio de extragdo (tris-HC1 0,1 M pH 8,0; EDTA

1 mM; &cido ascorbico 1% p/v) e o extrato foi centrifugado a 10000 xg por 10 minutos.
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O sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo dos tidis soliveis totais, tidis nao
proteicos e tidis proteicos.

Os tidis totais foram determinados em um meio de reacdo contendo 0,1 mL do
extrato e 0,3 mL de tampao fosfato de potéssio 0,2 M e pH 8,2, 0,02 mL do reagente
Ellman (acido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzdico)) 0,01 M e 1,58 mL de metanol PA. Apés
15 minutos de reacdo a 37 °C, foi lida a absorbancia a 412 nm em espectrofotometro
leitor de microplaca (modelo Asys UVM 340, Summyvale, California, USA). O
conteddo de tidis totais foi calculado utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
13100 M cm™. O resultado foi expresso em nM SH KgMF ' (Sedlak & Lindsay, 1968).

O teor de tidis ndo proteicos foi determinado por meio da adicdo de aliquotas de
1,0 mL do extrato a 200 uLL de TCA 50% (p/v) e 800 uL de dgua destilada. Apds 1 hora
de repouso em banho de gelo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 15
minutos. Entdo, 400 puLL do sobrenadante foram adicionados a 800 puL de tampao fosfato
de potdssio 0,4 M e pH 8,9 e 100 pL de reagente de Ellman 0,01 M. Apds 5 minutos em
temperatura ambiente, a absorbancia foi lida a 412 nm em espectrofotdometro leitor de
microplaca (modelo Asys UVM 340, Summyvale, California, USA). O coeficiente de
extingdo molar utilizado foi 13100 M cm™. O resultado foi expresso em nM SH Kg™’
MF (Sedlak & Lindsay, 1968).

O teor de tidis proteicos foi obtido pela diferenca entre o teor de tidis soliveis

totais e o teor de tidis nao proteicos.

2.7. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia com o auxilio do programa
SISVAR (Sistema de Andlise de Variancia) (Ferreira, 2000). O teste de significancia
(teste F) foi realizado a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Ap6s 24 horas de tratamento com arsénio, as plantas da MP apresentaram leve
murcha foliar nas horas mais quentes do dia e em seguida se recuperavam. Ao término
do experimento, as plantas da MP expostas ao As apresentaram severa murcha na parte
aérea e necroses nas folhas mais jovens, jd nas plantas do MG a murcha foi mais

discreta. As raizes das plantas de ambas as populacdes apresentaram escurecimento
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(Figura 1B-F). Os danos foram mais severos no sistema radicular, além da coloracdo
amarronzada também foi observado aspecto gelatinoso, inibicao do desenvolvimento de
raizes laterais e necrose (Figura 1G-H). Os efeitos fitotoxicos do As foram
intensificados de acordo com o tempo de exposi¢ao e foram mais drésticos nas plantas
da MP.

Danos na morfologia interna das plantas de ambas as populacdes também foram
observados, de forma mais intensa nas plantas da MP. A folha de B. verticillata
apresenta epiderme unisseriada, estdbmatos nas duas faces e mesofilo dorsiventral com
duas camadas de parénquima palicddico e duas a trés de parénquima esponjoso.
Idioblastos fendlicos e cristaliferos com réafides e drusas sio comumente encontrados no
parénquima clorofiliano e associados aos feixes vasculares, os quais sdo colaterais
(Figura 2A-D). Na regido mediana do mesofilo, entre os parénquimas palicaddico e
esponjoso, sdo observadas células alongadas no plano paralelo a superficie,
caracterizando um parénquima paravenal (Silva, 2008; Campos, 2011). Nas plantas
expostas ao As pode-se observar desintegracdo celular (Figura 2E), retracdo do
protoplasto e desorganizacdo do mesofilo (Figura 2G) e colapso das células epidérmicas
e do parénquima adjacente (Figura 2F e H).

O sistema radicular foi mais severamente afetado, principalmente nas plantas da
MP. As raizes de B. verticillata apresentam estrutura e crescimento secundério tipico de
eudicotiledoneas, com a formac¢do de um cambio vascular responsavel pela produgdo
dos tecidos vasculares secundarios (Figura 3A-B) e de um felogénio que se diferencia
mais tardiamente e produz a periderme. Como nas raizes das demais eudicotiledoneas
com crescimento secunddrio, ocorre o destacamento do coértex a medida que ocorre o
aumento em diametro do 6rgdo (Silva, 2008). Apds exposi¢do ao As, as plantas de
ambas as populacdes apresentaram retragao do protoplasto, colapso e desintegracao das
células do cortex (Figura C-D). Nas plantas do MG foi possivel observar obliteragdo de
elementos (Figura 3E), enquanto as plantas da MP apresentaram deformagdo dos
elementos de vaso do xilema secunddrio (Figura 3D) e producdo exacerbada de
compostos fendlicos na endoderme (Figura 3F).

O As promoveu incremento no nimero de idioblastos fendlicos nas raizes das
plantas de ambas as populacdes. O nimero de idioblastos cristaliferos quase triplicou
nas raizes das plantas do MG (Figura 3 e Tabela 1).

Os parametros de crescimento foram influenciados pela presenga do As nas

plantas da MP (Tabela 2). A altura da parte aérea apresentou crescimento cerca de
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140% menor nas plantas tratadas com As em compara¢do com as plantas do controle, e
a biomassa fresca total sofreu reducdo entre o inicio e o final do experimento nas
plantas expostas ao As.

O contetdo de As foi maior nas plantas tratadas com As e ndo diferiu entre as
plantas do MG e da MP (Tabela 3). O fator de bioacumulac@o de As foi menor que um e
ndo diferiu entre as populacdes. O metaloide foi mais acumulado nas raizes do que na
parte aérea, sendo que o fator de translocagdo (FT) das plantas da MP foi maior do que
o das plantas do MG, no entanto a diferenca nao foi estatisticamente significativa
(Tabela 4).

O As promoveu alteragdes nas caracteristicas nutricionais das plantas do MG
apenas. Houve incremento de cerca de 70% e 30% no conteido de Ca e S nas raizes,
respectivamente. Também foi observada reducao significativa no FT de P, Ca e S nas
plantas expostas ao metaloide. O acimulo e o FT dos macronutrientes (P, Ca, K, Mg e
S) ndo foram afetados nas plantas da MP (Tabelas 3 e 5).

O conteddo de compostos tiolados nas raizes ndo diferiu entre os tratamentos em
ambas as populacdes. No entanto, o teor de tidis aumentou significativamente nas folhas
das plantas do MG tratadas com As (Tabela 6): o teor de tidis totais apresentou
incremento de 114,33%, sendo que os tidis proteicos foram os que apresentaram maior
aumento (102,67%).

As enzimas catalase e peroxidase ndo apresentaram mudancas significativas em
sua atividade em resposta ao As. A atividade da dismutase do superéxido nas folhas das
plantas do MG exibiu aumento de cerca de 130% ap0s 4 dias de tratamento com 66,0
UM de As, quando comparada com o tratamento controle. J4 nas plantas da MP, a
exposicdo ao As promoveu reducdo significativa na atividade desta enzima e aumento
de 64,68% na atividade da polifenoloxidase nas folhas. Nas raizes, a atividade destas

enzimas nao foi afetada pelo As (Tabela 7).

4. DISCUSSAO

Borreria verticillata ndo se caracteriza como uma espécie hiperacumuladora de
As, uma vez que apresentou fatores de translocagdo e de bioacumulagdo de As menores
que 1 (um) e actimulo total de As menor que 1000 mg KgMS'l. Plantas que nao
hiperacumulam As tendem a reduzir a translocacdo deste metaloide para a parte aérea

(Marin et al., 1992), reduzindo também seus efeitos prejudiciais nos tecidos
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fotossintetizantes, o que confere maior tolerancia as mesmas (Melo et al., 2010; Gomes
et al., 2012). Nos estudos realizados por Silva (2008) e Campos (2011), em que o
periodo experimental foi maior e houve renovacdo periddica da solugcdo nutritiva,
observou-se que B. verticillata apresentou capacidade de acumular quantidades
expressivas de As, chegando a cerca de 700 mg KgMS™ nas raizes, caracterizando-se
como uma espécie acumuladora de As (Campos, 2011).

A baixa translocacdo de As nas plantas do MG pode estar relacionada ao maior
acumulo de Ca nas raizes destas plantas. O Ca é essencial na manutencao da integridade
da parede celular e das fun¢gdes da membrana plasmética (Tu & Ma, 2005), o que o
torna um elemento importante na manutencdo da integridade das barreiras apoplésticas
nas raizes. Estas barreiras limitam a passagem de poluentes do cértex em dire¢do aos
tecidos vasculares, reduzindo assim sua distribuicdo pelo corpo da planta e,
consequentemente, seus efeitos prejudiciais (Enstone et al., 2003; Lux et al., 2004;
Marques et al., 2011, Silva et al., 2013).

O incremento no nimero de idioblastos cristaliferos nas raizes das plantas do
MG estd em consonancia com o aumento no teor de Ca neste 6rgdo e pode ser uma
resposta dessas plantas aos altos niveis de As no solo. A formacao de cristais tem sido
descrita como um mecanismo de quelagdo de metais pesados (Choi et al., 2001; Mazen
et al., 2004). Alguns autores t€m constatado a distribuicdo celular similar do Ca e do As
e apontado que o Ca desempenha importante papel no acimulo e na detoxificacdo de
As, em consequéncia da precipitacao de arseniato e arsenito de célcio no apoplasto, sob
altas concentracdes de As (Chen et al., 2003; Li et al., 2006). Assim, sugere-se que a
quelacdo do As em cristais de arseniato de cdlcio nas raizes possa reduzir a distribui¢do
para os demais 6rgaos da planta. A investigacdo da composicdo quimica dos cristais
observados nas células do cortex se faz necessdria para comprovar esta hipdtese.

O aumento na concentragdo de fendis em resposta a metais pesados tem sido
relatado por diversos autores (Tripathi et al., 1999; Campos 2011; Prado et al., 2012).
Os compostos fendlicos sdo importantes agentes antioxidantes que podem atuar na
complexacdo de As nas raizes e restricdo do transporte para a parte aérea (Schmoger et
al., 2000; Hartley-Whitaker et al., 2002; Michalak, 2006). O aumento no nimero de
idioblastos fendlicos nas raizes das plantas do MG e da MP também pode estar
relacionado a tolerdncia ao As. A presenca de diferentes estratégias de restricdo da
translocacdo de As nas plantas do MG foi responsavel pelo menor conteido deste

metaloide na parte aérea e pela maior resisténcia destas plantas.
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O maior FT de As nas plantas da MP, apesar de ndo ser significativo, promoveu
maior translocacdo do metaloide nos 6rgdos aéreos, o que causou 0s danos mais
acentuados na morfologia e na estrutura interna desses 6rgdos quando comparados
aqueles observados nas plantas do MG. Adicionalmente ao menor FT de As, as plantas
do MG exibiram aumento na sintese de tidis nos tecidos foliares. Os compostos tiolados
sdo importantes antioxidantes que desempenham papel crucial na detoxificacdo de As
em plantas ndo hiperacumuladoras (Zhao et al., 2010). A glutationa é o principal tiol
niao proteico, um dos principais compostos antioxidantes soliveis encontrados nas
células vegetais (El-Beltagi & Mohamed, 2010) e o substrato para a sintese das
fitoquelatinas (Yadav, 2010). A inducdo da producdo destes compostos em resposta a
agentes xenobidticos € amplamente relatada e pode variar de acordo com o gendtipo das
plantas. Tripathi et al. (2012a, b) observaram maior atividade de enzimas relacionadas
com a sintese de tiéis e maior conteido de fitoquelatinas em plantas de arroz de um
cultivar tolerante ao As quando comparado a um cultivar sensivel.

A tolerancia de um tecido ao As pode ser parcialmente explicada pela taxa P:As
(Liu et al., 2005), pois quando esta taxa € mantida alta o As™ ¢ desfavorecido na
competi¢do com fosfato pelos sitios de P nas moléculas (Smith et al., 2010). A reducado
no FT de P nas plantas do MG expostas ao As foi responsavel pelo maior acimulo deste
nutriente nas raizes (apesar de nao significativo) e aumento de aproximadamente 40%
na taxa P:As, o que pode ter colaborado para a sua maior tolerancia ao As, evidenciada
pela menor severidade dos danos no sistema radicular.

As alteracdoes morfoanatdmicas mais acentuadas observadas nas raizes foram
promovidas pelo maior acimulo de As nesse 6rgdo. O escurecimento, a gelatinizagdo e
a reducdo no numero e tamanho das raizes laterais observados em plantas de B.
verticillata, expostas ao As, foram também relatos por Campos (2011). A maior
severidade dos sintomas nas plantas da MP sugere sua maior sensibilidade ao As.
Conforme relatado por outros autores, o As promove inibi¢do do crescimento e da
ramificacao radicular (Finnegan & Chen, 2012).

As alteracdes observadas nas raizes das plantas da MP, além de demonstrarem a
maior sensibilidade do gendtipo ao metaloide, podem ter ocasionado déficit hidrico
indireto. Os severos danos observados na estrutura das raizes provavelmente afetaram a
absorcdo de agua, culminando com a forte murcha na parte aérea e a reducdo na
biomassa fresca das plantas (Tabela 2). Silva (2008) também observou murcha em

plantulas de B. verticillata expostas ao As nas horas mais quentes do dia com posterior
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recuperacdo. O mesmo sintoma foi observado por Campos (2011) em plantas da MP
cultivadas em solucao nutritiva de Hoagland contendo 132 uM de As. Neste trabalho, o
surgimento de murcha nas plantas do MG e da MP, na concentragao de 66 UM de As,
pode estar indiretamente relacionado a menor concentracao de P, na solug¢do de Clark,
que promove 0 aumento na absor¢do e toxidez do As, uma vez que o fosfato compete
com o arsenato pelos sitios de absorcdo (Merharg & Macnair, 1992; Merharg &
Hartlley-Whitaker, 2002; Zhao et al., 2010).

Campos (2011) estudou os efeitos do As associado a diferentes doses de P na
solucdo nutritiva de Hoagland e observou que o baixo nivel de P (0,5 mM) associado a
presenca de As ocasionou redugdo no acumulo de biomassa, efeitos drasticos na
morfoanatomia das raizes e murcha foliar em plantas da MP. A reducado no crescimento
em plantas expostas ao As € um sintoma comumente relatado por diversos autores
(Felipe et al., 2009; Shri et al., 2009; Gomes et al., 2012). O As® é uma andlogo nao
funcional do fosfato, sendo assim € capaz de ocupar os sitios o P nas moléculas, mas
nao de desenvolver a funcdo desse elemento. Como consequéncia, hd interferéncia em
processos metabdlicos como a fosforilagdo oxidativa, levando a diminuic@o na sintese
de ATP, além de reducdo na taxa fotossintética e do incremento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), causando prejuizo no crescimento das plantas
(Caille et al., 2005; Tripathi et al., 2007; Gomes et al., 2012).

As enzimas do sistema antioxidativo removem as ROS e combatem o estresse
oxidativo causado pelas mesmas (Wang et al., 2009; Finnegan & Chen, 2012). O
incremento na atividade da SOD nas folhas das plantas do MG é uma resposta positiva
ao estresse causado pelo As, enquanto sua reducdo nas plantas da MP é mais um
indicativo da maior sensibilidade do gendtipo ao metaloide. A SOD € uma das
principais enzimas que atuam no combate as ROS e sua atividade pode ser aumentada
pela exposicdo a diferentes metais/metaloides como cddmio (Shah et al., 2001), arsénio
(Mylona et al., 1998), cromo (Prado et al., 2012) e manganés (Zhao et al., 2012).

O As promoveu aumento na atividade da PPO nas folhas das plantas da MP.
Esta enzima atua na oxidag@o e polimerizacdo de polifendis, os quais sdo capazes de
quelar metais pesados e combater as ROS (Lavid et al., 2001a). Lavid et al. (2001b), ao
estudar as respostas de plantas de Nymphaea sp. e Nymphoides peltata ao Cd,
observaram que, apesar de haver aumento na atividade da PPO, N. peltata mostrou-se
mais sensivel ao poluente, enquanto Nymphaea sp., que exibiu maior atividade da POX

e a altos teores de polifendis, se mostrou uma espécie tolerante. Segundo os autores, €
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possivel que os produtos oxidados formados em N. peltata sejam diferentes daqueles
formados em Nymphaea, uma vez que os fendis e as enzimas envolvidas sdo diferentes.
Para o melhor entendimento da sensibilidade das plantas da MP ao As, sugere-se
estudos posteriores que visem a quantificagdo e a caracterizacdo dos polifendis
produzidos em resposta ao metaloide e também dos produtos de sua oxidagdo e
polimerizacdo pela PPO.

Os resultados deste trabalho corroboram a tolerancia ao arsénio da populacao de
Borreria verticillata proveniente do Morro do Galo (sitio contaminado com o
metaloide). Entretanto, as plantas da Mata do Paraiso (sitio ndo contaminado)
mostraram-se sensiveis a presenga do metaloide. Estudos que identifiquem os
mecanismos € os sitios de detoxificagdo interna de As sdo imprescindiveis para a

compreensdo exata dos mecanismos que proporcionam tolerancia ao As em populacdes

de B. verticillata ja adaptadas a presenga do poluente no solo.

5. CONCLUSOES

1. O maior acimulo de arsénio nas raizes foi responsavel pela ocorréncia de danos
mais severos nesse Orgdo, no entanto, também foram observados sintomas de
toxidez na parte aérea das plantas de ambas as populagdes.

2. Apesar de apresentarem aumento no nimero de idioblastos fendlicos nas raizes e na
atividade da polifenoloxidade nas folhas, as plantas da Mata do Paraiso se
mostraram mais sensiveis ao As e exibiram danos mais acentuados em decorréncia
da exposi¢cdo ao metaloide.

3. A presenca de As na solu¢do nutritiva promoveu alteragdes nas caracteristicas
nutricionais das plantas do Morro do Galo, como reducdo da translocacdo de Ca, P
e S nas raizes, o que contribuiu para a maior tolerancia destas plantas ao As.

4. As plantas do Morro do Galo apresentaram diversos mecanismos de detoxificacao e
tolerancia ao As, como aumento na produgdo de idioblastos cristaliferos e fendlicos
nas raizes, incremento na atividade da dismutase do superdxido e sintese de
compostos tiolados nas folhas. A associacdo desses mecanismos foi responsdvel
pela maior tolerncia ao metaloide.

5. Apesar de demonstrarem sintomas de toxidez, as plantas de B. verticillata
provenientes do Morro do Galo mostraram-se tolerantes ao As, sugerindo a

possibilidade de sua utiliza¢do na revegetacao de dreas contaminadas com arsénio.
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ANEXOS

Morro do Galo (MG)
Mata do Paraiso (MP)

Figura 1. Aspecto geral de plantas de Borreria verticillata, apés 4 dias de exposi¢do ao arsénio.
(A) - Sistema hidrop6nico; (B-C) - Plantas do Morro do Galo; (D-H) - Plantas da Mata do
Paraiso; B,De G-0,0 uM de Ase C, E, F, e H - 66,0 uM de As. Seta branca - murcha; setas
vermelhas - inibi¢ao do desenvolvimento de raizes laterais.
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