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RESUMO

GOMES, Roberto Junio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2014. Influéncia de fosfato e sulfato na fitotoxicidade de arsénio em Crambe
abyssinica Hochst. Orientador: Luiz Eduardo Dias. Co-orientador: Igor
Rodrigues de Assis.

Um grande esforgo € empregado na selegao de espécies para a fitorremediagcao
de areas contaminadas com arsénio. O comportamento das plantas em relagao
a presencga de arsénio na regido da rizosfera pode diferir, entre outros fatores,
em fungdo da concentragcdo do metaloide, da presenca de outros ions e de
fatores intrinsecos da espécie. Por isso, tdo importante quanto a selecao de
espécies tolerantes ao arsénio € o desenvolvimento de métodos que favorecam
o0 crescimento de plantas sobre o substrato, otimizando o processo de
recuperacdo de uma area contaminada por esse metaldide. Assim, o objetivo
desse estudo foi avaliar o potencial da espécie Crambe abyssinica Hoscht para
a utilizacdo em programas de revegetacado de areas contaminadas com arsénio
e a fitotoxicidade do arsenato nessas plantas em diferentes concentracbes de
fosfato e sulfato. Para alcangar esses objetivos foram conduzidos dois
experimentos em casa de vegetacgao. Inicialmente plantas de crambe, cultivadas
em solucao nutritiva, foram expostas ao arsénio nas concentracoes: 0,0; 0;2; 0,4;
0,6; 09 e 1,2 mmol L'; fornecido na forma de arsenato de sddio
(Na2HAsO4+7H20), por duas semanas. Apos este periodo, avaliaram-se a altura
e a area foliar das plantas e quantificou-se a matéria seca e a concentracao de
As, P e S naraiz e na parte aérea. As plantas toleraram o estresse causado pelo
As durante todo o periodo experimental, pois nao foi observada a morte das
plantas e, além disso, absorveram e armazenaram expressivas quantidades de
arsénio, especialmente na raiz, indicando o potencial de uso da espécie Crambe
abyssinica como espécie fitoestabilizadora de arsénio. Em outro experimento,
plantas de crambe foram cultivadas em meio hidropbnico, com solucdo de
Hoagland e Arnon, meia for¢a, durante duas semanas. Apds esse periodo,
aplicaram-se os tratamentos, que consistiram em trés concentracdes de fosfato
(0,4; 0,8; 1,2 mmol L"), sulfato (0,8; 1,6; 2,4 mmol L") e arsenato (0,0; 0,3; 0,6
mmol L), fornecidos nas formas de acido fosforico (H3sPQOs4), acido sulftrico
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(H2S04) e arsenato de sodio (NazHAsO4+7H20), respectivamente, configurando
um esquema fatorial 3 x 3 x 3, com trés repeticdes. Duas semanas apds a
aplicagcao dos tratamentos aferiram-se as trocas gasosas (taxa fotossintética,
condutancia estomatica, concentracao interna de CO:2 e taxa transpiratéria), os
parametros de fluorescéncia de clorofila a (fluorescéncia minima, fluorescéncia
maxima e o rendimento quantico potencial do fotossistema Il), a matéria seca e
a concentracao de As, P e S na raiz e na parte aérea das plantas. De maneira
geral, foi observado que concentragdes mais elevadas de fosfato amenizaram
os efeitos toxicos de As em plantas de Crambe abyssinica. Por outro lado, em
concentragdes mais elevadas de sulfato os teores de As nas raizes das plantas
foram maiores e, no geral, ndo contribuiram para a diminuicdo da toxicidade do
As. Para as trocas gasosas, maiores concentragcdes de fosfato minimizaram o
efeito toxico do arsénio e aumentaram a taxa fotossintética. As doses de
arsenato, fosfato e sulfato ultilizadas ndo afetaram as variaveis relacionadas a
clorofila a. Os resultados encontrados indicam que a toxicidade do arsénio em
Crambe abyssinica esta relacionada, principalmente, a danos no sistema
radicular, e que concentracdes crescentes de fosfato minimizam os efeitos

téxicos do arsénio nesta espécie.



ABSTRACT

GOMES, Roberto Junio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2014.
Phosphate and sulfate influence on arsenic phytotoxicity in Crambe
abyssinica Hochst. Adviser: Luiz Eduardo Dias. Co-Adviser: Igor Rodrigues de
Assis.

A huge effort has been applied to select species for the phytoremediation of
arsenic contaminated areas. Plants behavior with respect to arsenic presence
on the rhizosphere region can differ due to the metalloid concentration, the
presence of other ions and intrinsic factors of the species. Hence, as important
as the selection of arsenic tolerant species, is the development of methods that
favor plants growth over the substrate, optimizing the recovery process of the
contaminated area. So, the aim of this study was to evaluate the potential use of
the species Crambe abyssinica Hoscht in revegetation programs in As
contaminated areas and the arsenate phytotoxicity under different contents of
phosphate and sulphate. To achieve this aim two experiments were conducted in
greenhouse. Firstly, crambe plants, grown in nutrient solution, were exposed to
arsenic under different concentrations: 0,00; 0,2; 0,4; 0,6; 0,9 and 1,2 mmol L',
provided as sodium arsenate (Naz2HAsO4+7H20), for two weeks. After this
period, it was evaluated the height and the leaf area and it was quantified the dry
matter and the contents of As, P and S in the root and in the aerial part. The
plants tolerated the stress caused by As during the entire experimental period,
since no plant death was observed. Besides that, the plants absorbed and stored
large quantities of As, especially on the root, what indicates the potential use of
the species Crambe abyssinica in recovery programs of As contaminated areas.
In the second experiment, crambe plants were grown in hydroponic solution with
half strength, during two weeks. Thereafter, it was added the treatments, that
consisted of three concentrations of phosphate (0,4; 0,8; 1,2 mmol L"), sulphate
(0,8; 1,6; 2,4 mmol L") and arsenate, provided as phosphoric acid (H3POa),
sulfuric acid (H2SO4) and sodium arsenate (Na2HAsO4+7H20), respectively. It
was adopted the 3 x 3 x 3 factorial, with three trials. Two weeks after the
treatments addition, it was gauged the gas exchanges (photosynthetic rate,

stomatal conductance, internal CO2 concentration and transpiration rate), a
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chlorophyll fluorescence parameters (minimum fluorescence, maximum
fluorescence and the potential quantum yield of photosystem Il), dry matter and
the contents of As, P e S in the root and in the aerial part. In general, it was
observed that higher concentrations of phosphate softened the As toxic effects in
Crambe abyssinica plants. On the other hand, higher concentrations of sulphate
increased As contents in the roots and, in general, did not contributed to decrease
the As toxicity. In gas exchanges, higher concentrations of phosphate decreased
the toxic effect of As and increased the photosynthetic rate. The arsenate,
phosphate and sulphate doses did not affected the variables related to a
chlorophyll. The results indicate that As toxicity in Crambe abyssinica is related,
mainly, to damage to the root system, and that increasing concentrations of

phosphate minimize the toxic effects of arsenic in this species.
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INTRODUGAO GERAL

O arsénio € um metaloide pertencente ao grupo 5A da tabela periddica,
com propriedades quimicas semelhantes as do fésforo. Esta associado
principalmente a minerais sulfetados, sendo o 20° elemento mais abundante na
crosta terrestre. E altamente tdxico para os seres humanos e mesmo baixos
niveis de exposi¢cdo a esse elemento pode provocar diversas patologias,

incluindo carcinogénese (Mandal & Suzuki, 2002).

As formas inorgéanicas do arsénio, As(lll) e As(V), sdo as mais comuns e
ocorrem como oxianions arsenito (AsO3*) e arsenato (AsOs*). A ocorréncia
relativa dessas formas é funcdo do pH e do potencial redox (Eh) do meio
(Masscheleyn et al., 1991). O arsenato predomina em ambientes sem limitagdes
de oxigénio, enquanto que o arsenito € a forma mais estavel sob condigdes
redutoras, sendo o As(lll) mais soluvel, mével e téxico que o As(V) (Mandal &
Suzuki, 2002; Grossl et al., 2004).

Teores elevados de As no solo podem ser resultantes de acgdes
antropogénicas, por meio do uso de agrotoxicos, fertilizantes e combustao de
carvao (Smith et al., 1998; Baird, 2002). Em areas de mineracao de Au, Cu, U e
Ni em que existe grande revolvimento de material rico em sulfetos, como a
arsenopirita (AsFeS), a drenagem acida (Mello et al., 2003), e o As podem

representar um grave problema ambiental (Bundschuh et al., 2008).

Visando a remediacdo de solos e substratos contaminados com As,
muitos métodos tém sido desenvolvidos (USEPA, 2002). Dentre eles, destaca-
se a fitorremediacdo, que consiste no uso de plantas para remover
contaminantes do ambiente e ou imobiliza-los em formas menos toxicas (Salt et
al., 1998; Pulford & Watson, 2003). A fitorremediagdo pode ser aplicada em
substratos com grau moderado de contaminacao e quando a remediacédo nao é
requerida a curto prazo. Por ser um processo in situ e muitas vezes prescindir
de uso intensivo de maquinario, € menos onerosa do que métodos convencionais
de engenharia (USEPA, 2002).



Um grande esforgo € empregado na selegao de espécies adequadas para
a fitorremediagao (ou revegetacéo) de areas contaminadas com As, englobando
desde samambaias (Francesconi et al., 2002; Visoottiviseth et al., 2002; Zhao et
al., 2002, Oliveira, 2012), que normalmente acumulam grande quantidade de As
na parte aérea, até espécies de gramineas e arbéreas (Madejoén et al., 2004,
French et al., 2006; Melo, 2006; Vazquez et al., 2006; Tlustos et al., 2007; King
et al., 2008; Melo et al., 2009; Cipriani et al.,2011).

Para que a Fitorremediacao seja eficaz, a espécie a ser utilizadas deve
se estabelecer na presengca do contaminante e absorver quantidades
significativas do mesmo. Neste sentido, Artus (2006) descreve a espécie Crambe
abyssinica Hochst com potencial para ser utilizada na descontaminagéo de areas

contaminadas por metais pesados e metaldides.

O comportamento das plantas em relagao a presenga de As na regiao da
rizosfera pode diferir em funcado de sua concentracdo, da presenca de outros
ions e de fatores intrinsecos da espécie no que se refere a sua capacidade de
tolerar o elemento (Gonzaga et al., 2006). Por isso, tdo importante quanto a
selecao de espécies tolerantes ao arsénio € o desenvolvimento de métodos que
possibilitem ou favorecam o crescimento das plantas em substratos
contaminados, otimizando o processo de recuperagcao da area. Dentre esses
meétodos, baseando-se nas interacdes entre os elementos quimicos no solo e na
planta, inclui-se a fertilizagdo do substrato visando reduzir os efeitos toxicos do
As.

Em estudos de nutricdo mineral de plantas, o solo constitui-se em um meio
altamente complexo e interativo para que sejam analisados os efeitos de um
dado nutriente ou elemento no desenvolvimento da planta. Assim, meios
artificiais mais simples, que permitem um melhor controle das proporgbdes dos
diversos nutrientes disponiveis tem sido propostos. No Brasil, solugdes nutritivas
arejadas, contendo os macro e micronutrientes necessarios ao crescimento

vegetal sao bastante utilizadas para este fim.

Nao existe uma solugao nutritiva ideal para todas as espécies vegetais e
condicbes de cultivo, uma vez que a absor¢cdo de um nutriente € muito

influenciada pela concentracdo dos demais nutrientes em solucéo, pela espécie
2



vegetal e condi¢gdes ambientais. Contudo, algumas solugdes como as propostas
por Hoagland e Arnon (1950), Clark (1975), Sarruge (1975), Castellane e Araujo
(1995) e Furlani et al. (1999) sdo muito utilizadas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a fitotoxicidade de arsénio em plantas
de Crambe abyssinica Hochst em solugdo nutritiva e o efeito de diferentes
concentracdes de fosfato e de sulfato no crescimento dessas plantas quando na

presenca de arsénio.



CAPITULO 1

Fitotoxicidade de arsénio em plantas de Crambe abyssinica
Hochst.



INTRODUCAO

O arsénio (As) € um metaloide toxico que possui efeitos carcinogénicos
nos seres humanos e esta presente naturalmente na atmosfera, nos ambientes
aquaticos e terrestres, sendo liberado no meio ambiente através de atividades

geoldgicas e antropogénicas (Mandal & Suzuki, 2002).

Altos niveis de As no solo e na agua potavel tem sido relatados em todo
o mundo (Semedley & Kinniburgh, 2002) e em alguns locais o As na agua pode
ultrapassar 10 ug L', que é o limite maximo estabelecido pela Organizagdo
Mundial da Saude.

A presencga de As no solo e na agua, mesmo sob baixas concentragdes,
pode provocar grandes danos a saude humana e, por isso, vem sendo investido
grandes esforcos na busca de metodologias que permitam a redugdo da
toxicidade deste elemento no processo de recuperacao de areas contaminadas.
Devido ao elevado potencial de contaminagédo do solo, cursos d’agua e lencol
freatico por As, este problema ambiental & grave e necessita de efetiva solugéo
tecnolégica (WHO, 2001, Ferreccio & Sancha, 2006, Zhao et al., 2010).

Existem diversas metodologias para a recuperagéo de areas degradadas
pela contaminagcdo por As, que vao desde o uso de técnicas de engenharia
baseadas em processos fisico-quimicos (Cheng et al., 1987) ao uso de seres
vivos tolerantes que possuem a capacidade de absorver e armazenar este
elemento em sua biomassa. A técnica de fitorremediacédo, que consiste no uso
de plantas no processo de recuperacao de areas contaminadas, tem recebido
grande atencao por parte da comunidade cientifica, empresas e instituicdes

publicas.

A fitorremediagdo pode ser sub-dividida em 5 grupos principais:
Fitoextracdo (remogdo do contaminante do solo e acumulagdo nos tecidos);
Fitodegradacdo (degradacdo de contaminantes organicos); Rizofiltragcao
(absorgdo de contaminantes de efluentes); Fitoestabilizacdo (redugéo da
mobilidade e da disponibilidade do contaminante por imobilizagdo) e



Fitovolatizacdo (volatizacdo do contaminante para a atmosfera através da

planta).

Para que a fitorremediacao seja eficaz, é necessario, em primeiro lugar,
que as espeécies a serem plantadas sejam capazes de se estabelecerem na
presenca do contaminante, sendo desejavel também, que elas consigam
absorver grandes quantidades do mesmo. Uma vez absorvido, a disponibilidade
do contaminante para outras espécies e a possibilidade de contaminacdo do

lengol freatico s&o reduzidas.

As plantas comportam-se de forma diferenciada quando na presenca de
arsénio. Os vegetais desenvolveram basicamente duas estratégias que os
permitiram sobreviver e reproduzir em ambientes ricos em As: excluir ou
acumular este elemento (Whiting et al., 2005; Nascimento & Xing, 2006). A
estratégia de exclusédo consiste em restringir a translocagdo do As das raizes
para a parte aérea, sendo esta a mais comum entre as plantas (Deschamps &
Matschullat, 2007), enquanto que a estratégia de acumulagdo envolve a
concentracdo do metaldide em o6rgdos especificos da parte aérea (Reeves,
2006).

Vérias espécies de plantas, especialmente membros do grupo das
pteridéfitas e da familia Brassicaceae, tém sido identificadas como promissoras
para a fitorremediacdo (Ma et al., 2001; Salido et al., 2003). Outros beneficios
podem ser alcancados no processo de fitorremediacado, especialmente se as

espécies utilizadas puderem ser aproveitadas economicamente.

Nesse sentido, o Crambe (Crambe abyssinica Hochst), uma espécie
pertencente a familia Brassicaceae, apresenta grande potencial para uso em
programas de fitorremediacao, pois € uma planta com ciclo de vida curto, com
alta producao de biomassa, e que se adapta bem a diversas condi¢cbes edafo-
climaticas. Além disso, esta espécie vem ganhando grande importancia no Brasil
devido a sua aptidao para a producéo de biodiesel e pelo seu alto teor de 6leo
(Machado et al., 2007).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a produgcédo de matéria

seca de plantas de Crambe abyssinica Horscht, bem como os teores, o acumulo
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e a distribuicdo de arsénio nos orgaos das plantas cultivadas em doses

crescentes de As.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Crambe abyssinica Hochst, cedidas pela Fundagdo Mato
Grosso, foram desinfetadas com hipoclorito de s6dio 3 % por 10 min., lavadas
em agua corrente e colocadas para germinar em sementeiras contendo o
substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas. Apds dez dias, quando a primeira
folna verdadeira surgiu, as plantas foram transplantadas para um meio
hidropbénico em vasos de 2,5 dm? sob aeracao forcada. Nesta etapa as plantas
foram aclimatadas, durante duas semanas, em solugao nutritiva de Hoogland &
Arnon (1950), pH 6, meia forca (metade da concentracao). Apds este periodo,
aumentou-se a concentragéo da solugéo para uma forga (concentragao original),
mantendo a aeragao e o pH em 6, e aplicou-se os tratamentos que consistiram
em seis concentragdes de As: 0,0; 0;2; 0,4; 0,6; 0,9 e 1,2 mmol L; fornecido na
forma de arsenato de sodio (NazHAsO4+7H20), sendo a condutividade elétrica
da solugdo ajustada para 2,8 mS cm™' em todos os tratamentos com NaCl. A
troca da solugéo nutritiva ocorreu semanalmente e o pH da solugéo foi corrigido

diariamente com NaOH e HCI 0,5 mol L.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com

quatro repeticdes, sendo que cada vaso possuia duas plantas.

Duas semanas apds a aplicagdo dos tratamentos as plantas foram
fotografadas e passaram por uma avaliagao visual para deteccdo de sintomas
de toxidez por As. Apds as medigdes de altura e area foliar, através do medidor
de area foliar Licor 2000_Model LI3100, as plantas foram separadas em parte
aérea e raiz. As raizes foram lavadas em agua corrente por 5 min., colocadas
em uma solugdo de HCI 0,1 mol L por 1 min., e enxaguadas trés vezes em agua
deionizada. Para determinacdo da matéria seca, as partes das plantas foram
colocadas para secar em estufa de circulacao forcada de ar a 65 °C até peso

constante.



Buscando estimar a evapotranspiracdo das plantas em funcdo do
tratamento aferiu-se o volume final de agua nos vasos durante a segunda

semana de aplicagao dos tratamentos.

Para determinar a concentragao de As, P e S na raiz e na parte aérea das
plantas, amostras de 0,5 g de material seco e finamente triturado foram
submetidas a digestao nitrico-perclorica (3:1) (Tedesco et al., 1995). As amostras
foram levadas para chapa aquecedora com uma temperatura inicial de 100 °C,
por aproximadamente 30 min., quando se aumentou a temperatura para 180 °C,
permanecendo nesta temperatura até alcangcar a completa digestdo. A
quantificacdo dos teores dos elementos nos extratos das plantas foi determinado
por espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido em argénio
(ICP/OES). Provas em branco foram analisadas para detectar possiveis

contaminagdes.

O conteudo de arsénio nas raizes e na parte aérea foi calculado com base
nos teores e na produgcido de matéria seca. Por meio da quantidade de As
acumulada, calculou-se o indice de translocacdo de arsénio (Abichequer e

Bohnen,1998), pela seguinte equacgao:

IT(%) = Quantidade de As acumulada na parte aérea X 100
Quantidade de As total acumulada na planta

Para observar o comportamento das variaveis em fungao das dose de As
procedeu-se a analise de regressdo, ajustando-se os modelos linear ou

quadratico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas toleraram o estresse causado pelo As durante todo o periodo
experimental, pois nao foi observada morte de plantas. O principal sintoma de
toxidez observado foi o murchamento, de toda a parte aérea, com o aumento da
concentragao de arsénio na solugao (Figura 1A). As plantas expressaram este
sintoma aproximadamente 12 horas apos a aplicacdo dos tratamentos, o que
indica que este sintoma esteja relacionado a uma alteragédo no processo de

obtencdo de agua pelas raizes. Ao longo do dia esta murcha se acentuava,
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atingindo seu maximo entre 12 e 13 h, mas no periodo noturno a turgéncia era

recuperada e se mantinha até as primeiras horas da manha.

A absorgao de agua pelas raizes é realizada em nivel celular por proteinas
de membrana denominadas aquaporinas e a presenga de determinados
compostos podem inibir seu funcionamento (Gaspar, 2011). As aquaporinas da
subfamilia NIP (Nodulin26-like Intrinsic Proteins) regulam a absorgdo e
translocacao de As em plantas de arroz (Zhao et al.,2009). Esta inibicdo diminui
a quantidade de agua captada e, consequentemente, o suprimento de agua para
a parte aérea nos periodos mais quentes do dia. Stoeva (2003) estudando o
efeito do arsénio em plantas de Phaseolus vulgaris relatou que o conteudo
relativo de agua e o potencial hidrico das folhas reduziram com o aumento das

doses.

1
= &5

Figura 1 — A: Sintomas de murcha nas plantas de Crambe abyssinica. B: Clorose
seguida por necrose nas bordas de folhas velhas.

Na segunda semana de exposigao aos tratamentos, as plantas expostas
as maiores doses de As (0,9 e 1,2 mmol L") apresentaram cloroses e necroses
marginais nas folhas velhas (Figura 1B). Necroses deste tipo foram observadas
em algumas plantas apds a exposi¢cao ao arsénio (Melo, 2006; Costa, 2007),
inclusive em Pteris vittata (Li et al., 2006).

O volume de agua evapotranspirada, aferida pela variacdo do volume de
agua nos vasos durante a segunda semana, foi altamente afetada pelas doses
de As (Figura 2).
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Figura 2 — Estimativa da evapotranspiracado de plantas de Crambe abyssinica
em fungao de doses de arsénio.

Na auséncia de As as plantas evapotranspiraram aproximadamente 820
mL de solugado no periodo de uma semana, enquanto que as plantas submetidas
as doses de 1,2 mmol L' evapotranspiraram apenas 110 mL. Estes dados, além
de embasar o sintoma de murcha observado na parte aérea, indicam a presenga
de danos radiculares causados pelo As. O As pode destruir a membrana das
células radiculares, afetando a absorcdo de agua e nutrientes (Carbonell-
Barrachina, 1994, Singh et al.,2007; Singh & Ma, 2006).

A area foliar e a altura de parte aérea reduziram de forma linear com o
aumento da dose de As em solugéo (Figura 3). A dose de 1,2 mmol L' causou
uma redugdo de 31 e 72 % na altura e na area foliar das plantas,
respectivamente, em relacdo ao controle. Além de reduzir a absor¢cdo dos
nutrientes por meio dos danos radiculares, o As compete com alguns nutrientes
essenciais para a expansao e divisao celular, como o P (Meharg & Macnair,
1991; Wang et al., 2002), por sitios de absor¢do das raizes, levando a um
desequilibrio nutricional das plantas e, consequentemente, a redugdao do

crescimento.
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Figura 3 — Altura das plantas, area foliar e materia seca de parte aérea (MS_PA)
e raiz (MS_Raiz) de plantas de Crambe abyssinica em fungdo das doses de
arsénio.

As plantas submetidas a dose de 1,2 mmol L' de As apresentaram
reducao de 53 e 64 % de matéria seca de raiz e de parte aérea, respectivamente,
quando comparadas ao tratamento controle (Figura 3). Oliveira (2012)
estudando o potencial de uso de Dicranopteris flexuosa, uma pteriddéfita, para o
uso em programas de fitorremediagdo, observou reducédo de 57 e 62 % na
matéria seca de raiz e de parte area, respectivamente, quando as plantas foram
expostas a concentragédo de 0,6 mmol L' de As. A redugéo de matéria seca do
crambe foi aproximadamente a mesma, mesmo a dose sendo duas vezes
superior a utilizada para D. flexuosa, evidenciando a maior tolerancia ao As pelas

plantas de crambe.

O aumento dos teores de As nas plantas foram acompanhados pelo
aumento dos teores de S, principalmente na raiz (Figura 4). Este comportamento

pode estar relacionado ao incremento da sintese de compostos ricos em
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grupamentos tidis, como as fitoquelatinas, capazes de complexar o arsénio e
sequestra-lo no vacuolo celular. Alguns estudos apontam que as fitoquelatinas
podem complexar o As e transporta-lo para o vacuolo ainda na raiz, evitando,
assim, a translocagao do mesmo para a parte aérea (Ma et al., 2001; Zhao el
al., 2009), o que explicaria também os maiores teores de As encontrados na

raizes (Figura 4).

O arsenato pode ser facilmente absorvido pelos vegetais devido a sua
similaridade com o fosfato (PO4%). Esses anions competem entre si por sitios de
ligacao nas proteinas transportadoras das raizes (Asher & Reay, 1979; Meharg
& Macnair, 1991; Wang et al., 2002). Assim, o0 aumento nas concentracdes de
As em solugao, mantendo a mesma concentracido de P, favorecem a absorcao
deste, em detrimento a absorcéo de P, o que pode fundamentar as redugdes dos
teores de P observadas tanto na raiz quanto na parte aérea das plantas de

crambe.
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Figura 4 — Teores de arsénio na parte aérea (As_PA) e raiz (As_Raiz), fosforo
na parte aérea (P_PA) e raiz (P_Raiz) e enxofre na parte aérea (S_PA) e raiz

Dose de As (mmol L'1)

Dose de As (mmol L'1)

(S_Raiz) de plantas de Crambe abyssinica em fungéo das doses de arsénio.

Os teores de S na parte aérea reduziram abruptamente entre as doses de
0,6 e 0,9 mmol L' de As (Figura 4). Plantas de Acacia mangium cultivadas em
solos com doses crescentes de As apresentaram o mesmo comportamento entre
3,63 e 8,82 mg dm- de As disponivel pelo Mehlich 3 (Cipriani, 2011). Esta queda
pode estar relacionada ao sequestro de As no vacuolo das raizes, como

explicado anteriormente, uma vez que o aumento da producao de fitoquelatinas

aumenta a demanda de S pelas raizes.
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O maior acumulo de As foi observado nas plantas submetidas a 0,6 mmol
L' de arsénio, com 0,88 e 1,85 mg/vaso na parte aérea e na raiz,
respectivamente (Figura 5). As quantidades acumuladas demonstram o grande
potencial desta planta para utilizagdo em programas de recuperagao de areas
contaminadas por arsénio, tendo em vista que sdao muito maiores que os
observados na maioria das espécies. A crotalaria spectabilis, espécie com
potencial de uso em programas de revegetagcao de areas contaminadas por

arsénio, apresentou conteudo maximo igual 0,26 mg/vaso (Melo, 2006).
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Figura 5 — Conteudo de arsénio na parte aérea (As_PA) e raiz (As_Raiz) de
plantas de Crambe abyssinica em fungao das doses de arsénio.

As plantas tratadas com 0,9 mmol L' de arsénio apresentaram um indice
de translocacdao de 45 %, o maior entre as doses estudados. O crambe
apresentou um indice de translocacdo médio de 37 %, ou seja, apenas esta
fragdo do total de As absorvido pela planta foi translocado para a parte aérea.
Para serem consideradas hiperacumuladoras as plantas precisam acumular
mais de 1000 mg kg' de As e armazenar maiores quantidades de As na parte
aérea do que na raiz, logo o crambe, apesar de acumular grandes quantidades

de As, ndo pode ser considerada uma planta hiperacumuladora.
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CONCLUSOES

As plantas de Crambe abyssinica apresentaram redugédo linear da
evapotranspiragdo em fungdo do aumento da concentragdo de arsénio em
solucao, afetando o balango nutricional das mesmas;

Plantas de crambe cultivadas na presenca de arsénio apresentam maiores
teores de enxofre na raiz.

Os teores elevados de arsénio nas raizes de Crambe abyssinica indicam que
ela pode ser eficaz no processo de fitoestabilizacdo de areas contaminadas com
arsénio.
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CAPITULO 2

Fitotoxicidade de arsénio em plantas de Crambe abyssinica Hochst
submetidas a diferentes concentragoes de fosfato e sulfato.
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INTRODUCAO

O arsénio € um metaloide pertencente ao grupo 5A da tabela periddica,
com propriedades quimicas semelhantes as do fésforo. Esta associado
principalmente a minerais sulfetados, sendo o 20° elemento mais abundante na
crosta terrestre. E altamente téxico e mesmo baixos niveis de exposicéo a esse
elemento pode provocar diversas patologias aos seres humanos, incluindo

carcinogénese (Mandal & Suzuki, 2002).

Teores elevados de arsénio no solo podem ser resultantes de agdes
antropogénicas, por meio do uso de agrotoxicos, fertilizantes e combustao de
carvao (Smith et al., 1998; Baird, 2002). Em areas de mineracéo de Au, Cu, U e
Ni em que existe grande revolvimento de material rico em sulfetos, como a
arsenopirita (AsFeS), a drenagem acida e o arsénio podem representar um grave
problema ambiental (Mello et al., 2003; Bundschuh et al., 2008).

Visando a remediacgao de solos e substratos contaminados com arsénio,
muitos métodos tém sido desenvolvidos (USEPA, 2002). Dentre eles, destaca-
se a fitorremediacdo, que consiste no uso de plantas para remover
contaminantes do ambiente e ou imobiliza-los em formas menos toxicas (Salt et
al., 1998; Pulford & Watson, 2003). A fitorremediagdo pode ser aplicada em
substratos com grau moderado de contaminagao e quando a remediagao néao é
requerida a curto prazo. Por ser um processo in situ e muitas vezes prescindir
de uso intensivo de maquinario, € menos onerosa do que métodos convencionais
de engenharia (USEPA, 2002).

Um grande esforgco € empregado na selecao de espécies adequadas para
a fitorremediagdo (ou revegetacdo) de areas contaminadas com arsénio,
englobando desde samambaias (Francesconi et al., 2002; Visoottiviseth et al.,
2002; Zhao et al., 2002, Oliveira, 2012), que normalmente acumulam grande
quantidade de arsénio na parte aérea, até espécies forrageiras e arbodreas
(Madejon et al., 2004; French et al., 2006; Melo, 2006; Vazquez et al., 2006;
Tlustos et al., 2007; King et al., 2008; Melo et al., 2009).
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O comportamento de plantas em relagc&o a presenga de arsénio na regido
da rizosfera pode diferir em fungdo de sua concentragcdo, do pH do meio, da
presencga de outros ions e de fatores intrinsecos da espécie no que se refere a
sua capacidade de tolerar o elemento (Gonzaga et al., 2006), por isso, tao
importante quanto a selegcdo de espécies tolerantes ao arsénio é o
desenvolvimento de métodos que possibilitem ou favoregam o crescimento das
plantas sobre o substrato contaminado, otimizando o processo de recuperagao
da area. Dentre esses métodos esta a fertilizacdo do substrato visando reduzir

os efeitos fitotoxicos do arsénio (Tu & Ma, 2003; Silva et al.,2009).

A presenca de outros ions pode levar a um efeito de competicao na
absorcao dos nutrientes para as plantas (Borba et al.,2004). E de se esperar que
a absor¢cdo de um determinado contaminante seja menor em uma solugéo
composta por varios ions do que em uma solugdo contendo somente o
contaminante, mantendo-se a mesma concentragao, devido a competi¢ao pelos
sitios de absorcédo e a diminuicdo das atividades em funcdo da formacao de

pares ionicos.

O arsenato pode ser facilmente absorvido pelos vegetais devido a sua
similaridade com o fosfato. Esses anions competem entre si por sitios de ligagcao
das proteinas transportadoras das raizes (Asher & Reay, 1979; Meharg &
Macnair, 1991; Wang et al., 2002). Maior relagdo P/As na planta pode amenizar
os efeitos negativos do arsénio no metabolismo vegetal, fazendo com que haja
menores perdas de crescimento e de produgao de biomassa (Knudson et al.,
2003; Santos et al., 2008; Choudhury et al., 2010; Yu et al., 2010).

Uma vez absorvido, a principal rota de desintoxicagcdo do As € a quelagao
do arsenito via ligantes contendo enxofre reduzido, tais como glutationa e
fitoquelatinas (polimeros de glutationa). Esse mecanismo depende de grandes
quantidades de enxofre o que aumenta a demanda de absorcao deste elemento

pelas plantas (Mishra et al.,2008).

Alguns trabalhos tém apresentado interagdo fortemente positiva entre
fésforo e enxofre no crescimento e na produgéo das culturas. Cravo et al. (1985),
ao estudarem o efeito da interacdo desses elementos sobre a produgcao de

matéria seca de soja, observaram que doses elevadas de fésforo associadas a
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baixas doses de enxofre levavam a uma produg¢ao de matéria seca menor que

aquelas associadas a maiores doses.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a fitotoxicidade de arsenato
em plantas de Crambe abyssinica Hochst cultivadas em solugdes com diferentes

concentracdes de fosfato e sulfato.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Crambe abyssinica Hochst, cedidas pela Fundagdo Mato
Grosso, foram desinfetadas com hipoclorito de sédio 3 % por 10 min., lavadas
em agua corrente e colocadas para germinar em sementeiras contendo
substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas. Apds dez dias, quando a primeira
folna verdadeira surgiu, as plantas foram transplantadas para um meio
hidropdnico em vasos de 2,5 dm?3 sob aeragdo forgada. Nesta etapa as plantas
foram aclimatadas, durante duas semanas, em solugéo nutritiva de Hoogland &
Arnon (1950), pH 6, em meia forga, com 0,4 mmol L' de fosforo e 0,8 mmol L

de enxofre.

Apo6s esse periodo, aumentou-se a concentracdo dos nutrientes da
solugao para uma forga (concentragao original), mantendo a aeragédo e o pH em
6, e aplicaram-se os tratamentos. Os tratamentos consistiram em trés
concentragdes de fosfato (0,4; 0,8; 1,2 mmol L), sulfato (0,8; 1,6; 2,4 mmol L)
e arsenato (0,0; 0,3; 0,6 mmol L); fornecido nas formas de acido fosférico
(HsPOs4), acido sulfurico (H2SO4) e arsenato de soédio (NazHAsO4+7H20),
respectivamente, sendo a condutividade elétrica da solugao ajustada para 3,1
mS cm-! em todos os tratamentos com a NaCl. A solug&o nutritiva foi renovada
a cada semana e o pH do meio corrigido diariamente para 6,0 com NaOH e HCI
0,5 mol L. O experimento foi montado em esquema fatorial 3 x 3 x 3, em
delineamento de blocos casualizados com trés repeticdes e duas plantas por

vaso.

Duas semanas apds a aplicacdo dos tratamentos as plantas foram
fotografadas, passaram por uma avaliagao visual de sintomas de toxidez e foram

separadas em raiz e parte aérea. As raizes foram lavadas em agua corrente por
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5 min., colocadas em uma solugdo de HCI 0,1 mol L-! por 1 min., e enxaguadas
trés vezes em agua deionizada. Para determinagdo da matéria seca, as partes
das plantas foram colocadas para secar em estufa de circulacéo forgcada de ar a

65 °C até peso constante.

Para determinar a concentragéo de As, P e S na raiz e na parte aérea das
plantas, amostras de 0,2 g de material seco e finamente triturado foram
submetidas a digestéo nitrico-perclorica (3:1) (Tedesco et al., 1995). As amostras
foram levadas para chapa aquecedora com uma temperatura inicial de 100 °C,
por aproximadamente 30 min., quando se aumentou a temperatura para 180 °C,
permanecendo nesta temperatura até alcangcar a completa digestdo. A
quantificacdo dos teores dos elementos nos extratos das plantas foi realizada
por espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido em argénio
(ICP/OES). Provas em branco foram analisadas para detectar possiveis

contaminagdes.

O conteudo dos elementos nas raizes e na parte aérea foram calculados
com base nos teores e na producido de matéria seca. Por meio da quantidade de
As acumulada, calculou-se o indice de translocagao de arsénio (Abichequer e

Bohnen,1998), pela seguinte equacgao:

IT(%) = Quantidade de As acumulada na parte aérea X 100
Quantidade de As total acumulada na planta

Os valores das variaveis dependentes (biomassa de raizes e de parte
aérea, os teores de As, P e S nos diferentes compartimentos das plantas e o
conteudo de arsénio na parte aérea e na raiz) foram submetidos a analise de
variancia e os efeitos de doses significativos foram desdobrados por meio de
analise de regressao, a 5 % de significancia, para a obtencao de superficies de

resposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas toleraram o estresse causado pelo As durante todo o periodo
experimental, pois nao foi observada a morte de plantas. Apds 12 h da aplicagao

dos tratamentos foi possivel observar a murcha total da parte aérea das plantas
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que receberam a maior dose de arsenato (0,6 mmol L") associadas as menores
doses de fosfato (0,4 mmol L"), independente das doses de sulfato (Figura 1).
Esta murcha se acentuava ao longo do dia atingindo seu maximo entre 12 e 13
h, mas no periodo noturno as plantas recuperavam a turgéncia e se mantinham
aparentemente normais até as primeiras horas da manha, quando murchavam
novamente. A auséncia de sintomas de toxidez iniciais nas plantas tratadas com
as maiores doses de fosfato corroboram com a afirmagao de que o arsenato e o
fosfato competem em nivel radicular pelos mesmos sitios de absor¢dao, como
observado por Wang (2002) no estudo dos mecanismos de hiperacumulacéo de

arsénio por Pteris vittata.

Figura 1 — Sintomas visuais de murcha nas plantas de Crambe abyssinica. A:
Plantas tratadas com 0,6 mmol L' de As e doses crescentes de P na dose de
1,6 mmol L' de S. B: Plantas tratadas com 0,6 mmol L' de As e 0,4 mmol L' de
P, com doses crescentes de S.

O principal sintoma de toxidez observado no final do experimento foi a
diminuicdo de crescimento das plantas (Figura 2). Esse sintoma permitiu
observar um efeito nitido das doses de fosfato e um efeito quase nulo das doses
de sulfato, uma vez que, as plantas que receberam as maiores doses de
arsenato associadas com as menores doses de fosfato apresentavam fortes

sintomas de toxidez, independente das doses de sulfato.
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Figura 2 - Reducéao de crescimento na parte aérea de Crambe abyssinica. A:
Doses crescentes de P e S na auséncia de As (controle) B: Doses crescentes
de As na dose de 0,8 mmol L' de P e 1,6 mmol L' de S. C: Doses crescentes
de P nas doses de 0,6 mmol L' de As e 0,8 mmol L' de S. D: Doses crescentes
de S nas doses de 0,6 mmol L' de As e 0,4 mmol L' de P. Doses crescendo da
esquerda para direita.

Os danos causados pelo arsénio nas raizes foram ainda maiores (Figura
3). Em algumas plantas a produgéo de raiz praticamente cessou apos aplicagéo
dos tratamentos, o que pode ter corroborado para a ocorrencia dos sintomas de
murcha visualizados na parte aérea nas horas mais quentes do dia. Em diversos
trabalhos tém sido demonstradas alteragdes anatdbmicas em raizes de plantas
expostas a niveis toxicos de As. Essas alteragbes incluem principalmente um
alto nivel de desestruturacdo e morte celular que pode estar relacionada ao
estresse oxidativo causado pelo As (Singh et al., 2007; Silva et al., 2008; Barbosa
et al.,2009).
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Figura 3 - Reducéo de crescimento das raizes de Crambe abyssinica. A: Plantas
tratadas com doses crescentes de P e S na auséncia de As (controle) B: Doses
crescentes de As na dose de 0,8 mmol L' de P e 1,6 mmol L' de S. C: Doses
crescentes de P nas doses de 0,6 mmol L' de As e 0,8 mmol L' de S. D: Doses
crescentes de S nas doses de 0,6 mmol L' de As e 0,4 mmol L' de P. Doses
crescendo da esquerda para direita.

Nao foi observado o efeito isolado das concentracbes crescentes de
sulfato e fosfato nos teores de S e P da raiz, respectivamente (Tabela 1). Isto
ilustra a complexidade existente em torno desses elementos e ressalva a
importancia da lei da interacdo entre nutrientes. Esta lei exprime que cada fator
deve ser considerado como parte de um conjunto de fatores, dentro do qual esta
correlacionados com outros por efeitos reciprocos, pois eles se interagem
(Voisin, 1973).
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Tabela 1 — Resultado da analise de variancia referente a matéria seca de parte
aeérea (MS_PA) e raiz (MS_R); teores de arsénio da parte aérea (AS_PA) e raiz
(AS_R); conteudo de arsénio de parte aérea (Cont. AS_PA) e raiz (Cont. AS_R)
e teor de fosforo e enxofre na parte aérea (P_PA e S_PA)eraiz(P_Re S _R)de
plantas de Crambe abyssinica

QUADRADO MEDIO

G.L

F.V. MS_ PA  AS PA  Cont As PA P_PA S _PA
Bloco 2 6,68 0,12"s 0,08** 304,40"  1201,87*
As 2 3337  816,98" 3,10%* 890712,34**  121179**
= 2 9,01 31,04* 0,44** 49418,87**  5915,75**
S 2 1,23 13,98* 0,07** 67084,75*  51648,82**
AsxP 4 317 30,35** 0,31* 283187,32** 17607,01**
AsxS 4  0,20"° 18,41% 0,08** 108045,67**  6799,91**
PxS 4 015" 2,75%* 0,01"s 28383,93**  9702,55**
AsxPxS 8  0,10"* 3,80** 0,01"s 30017,26* 722345
Residuo 52 0,27 0,2 0,01 1732,67 348,23
Média 2,83 187,7 0,38 37394 18881
C.V (%) 44,96 83,63 65,28 18,97 14,17
QUADRADO MEDIO
FV. GL
MS_R AS R Cont. As_R PR S R
Bloco 2 0,01 8,09" 0,003"* 535742,89"¢  5187,45"
As 2 0,10  105871* 1,74% 40454936  2799646**
= 2 0,03  27524,29* 0,11* 990624,53"¢  131323,7**
S 2 0,002"s  1079,97* 0,03** 1258145"s  27001,97"
AsxP 4 0,02  15137,27* 0,08** 10298691**  325265,4*
AsxS 4 0,001"S  1154,94* 0,01* 919065"s  284593**
PxS 4  0,001"s 2433 44** 0,03** 1147045 182633,8**
AsxPxS 8  0,001"s  3149,97* 0,04** 2574006**  217528,3**
Residuo 52 0,002 13,7 0,004 521321,9  9875,21
Média 0,22 1836 0,277 82971 27458
C.V (%) 36,04 1171 73,25 57,74 43,38

*

e ** significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
NS nao significativo.

A matéria seca de parte aérea (MS_PA) e de raiz (MS_R) foram
significativamente afetadas pelas concentragbées de fosfato e arsenato, sendo
que o incremento das concentragdes de arsenato resultou na redugcdo da matéria
seca das plantas (Figura 4). O dano radicular observado nas plantas (Figura 3)
possivelmente comprometeu o processo de absorgédo de agua e nutrientes pelas

raizes.
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Em contrapartida, o aumento das concentracdes de fosfato em solucéo,
dentro da mesma concentracdo de arsenato, favoreceu o crescimento das
plantas. O arsenato ao ser absorvido pode substituir o fosfato em reag¢des da via
glicolitica, levando ao desacoplamento da fosforilagao oxidativa e a producao de
um éster-arsenato de ADP, um composto instavel que sofre hidrélise nao
enzimatica conhecida como arsendlise (Aposhian, 1989) e compromete todo o
processo fotossintético. Dessa forma, ndo ha produgcdo de ATP e a planta é
privada de sua fonte de energia, o que leva a redu¢ado no ganho de biomassa.
Entretanto, apesar da semelhanga quimica entre estes elementos, as proteinas
transportadoras das raizes possuem maior afinidade pelo fosfato que pelo
arsenato. Assim, o aumento das concentragdes de fosfato em solugao permite a
reducao da absorcdo do contaminante por favorecer a seletividade, atenuando
os efeitos danosos do mesmo e explicando a significancia observada na

interagcédo desses elementos (Tabela 1)

As doses crescentes de sulfato ndo alteraram a producédo de biomassa
das plantas de crambe. Plantas de arroz que foram expostas a niveis toxicos de
As apresentaram maior produ¢cdo de biomassa quando cultivadas em altas

concentracdes de sulfato (Zhang, 2011).
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(1) arsenato 0,0 mmol L

-

(1) MS_PA= 2,87 - 1,14 P + 1,57**S + 1,04 P?- 0,280 S*- 0,299 PS R?=0,7799
MS_R=0,2722- 0,039 P - 0,0201 S + 0,083 P? + 0,0182 $*- 0,0312PS  R’=0,6399
(2) MS_PA=-0,628 + 7,39**P - 0,231 S - 3,58**P* + 0,172 $°- 0,120 PS R?*=0,7679
MS_R=0,0148 + 0,462 P + 0,0465 S - 0,2431*P? - 0,0035 S* - 0,0443 PS R?=0,4178
(3) MS_PA= -0,464 + 2,31**P + 0,237 S + 0,11 P2- 0,078 S2 + 0,182 PS R’= 0,8882

MS_R= -0,1867 + 0,472**P + 0,114*S - 0,167*P? - 0,0313 $* + 0,0052 PS  R?= 0,8994

Figura 4 — Matéria seca de parte derea (MS_PA) e de raiz (MS_R) de
plantas de Crambe abyssinica sob diferentes concentragbes de arsénio
em funcéo das doses de fosfato e sulfato. * e ** significativoa 5 e 1 %,
respectivamente pelo teste t.
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Uma estratégia apresentada por diversas espécies para aumentar a
tolerancia ao arsénio € a reducido da absorcao de arsenato pela supressao de
transportadores de fosfato de baixa afinidade (Meharg & Hartley-Whitaker,
2002). Essa estratégia parece ser utilizada pelas plantas de Crambe abyssinica,
uma vez que o aumento da disponibilidade de arsenato levou a redugao nos

teores de fosforo encontrados na parte aérea e nas raizes (Figura 5).

(1) arsenato 0,0 mmol L™
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(1) Teor P_PA= 76,74 - 31,70**P - 32,41**S + 21,06**P* + 9,06**S? + 0,97 PS R?=0,8815

Teor P_R=-7,1+114**P + 69,7 S + 59 P? - 3,3 §? - 81,5*PS R?= 0,7805
(2) Teor P_PA= 50,65 - 71,9**P + 13,58*S + 35,36**P? - 4,33 S? + 3,01 PS R?=0,7389
Teor P_R=173,1-364,8"P + 112,1 S + 149,8*P? - 43,7**S? + 24 3 PS R%= 0,7611

Figura 5 — Teores de P na parte aérea (P_PA) e na raiz (P_R) de plantas de
Crambe abyssinica sob diferentes concentracbes de arsénio em funcao de

doses de fosfato e sulfato. * e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente pelo
teste t.
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A disponibilidade de fosfato interfere na expressao dos transportadores
de fosfato de membrana das raizes (Davies et al., 2002; Mudge et al., 2002; Shin
et al., 2004). Assim, quando a concentracao de fosforo disponivel esta baixa as
plantas s&o induzidas a ativarem outros transportadores de fosfato de alta
afinidade para aumentar a eficiéncia de absor¢cdo deste nutriente. Esse
comportamento explicaria o maior teor de fésforo observado nas plantas

expostas ao arsénio na dose de 0,4 mmol L' de fosfato.

Na dose de 0,6 mmol L' de arsenato houve redugéo abrupta dos teores
de fosforo das plantas, mesmo com o aumento das doses deste em solugao
(Figura 5). Os pélos radiculares sao a principal regiao de absorgéo de fosfatos
da raiz, e tendo em vista o estresse oxidativo do arsénio nesta regido, a planta

fica impossibilitada de absorver o fosfato extra disponivel (Fohse, 1991).

O arsenato ao ser absorvido € transformado em arsenito numa reagao
que produz diretamente peréxido de hidrogenio (Blecker et al., 2006). Assim,
considera-se que a principal rota de desintoxicacao por arsenio é a quelagao do
arsenito via ligantes contendo enxofre reduzido tais como glutationa e
fitoquelatinas (Mishra et al.,2008). Esse mecanismo de defesa depende de
grandes quantidades de enxofre, 0 que pode explicar os maiores teores de

enxofre encontrados nos tecidos das plantas tratadas com arsenato (Figura 6).
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(1) arsenato 0,0 mmol L
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(1) Teor S_PA=9,81-10,11*P + 9,89**S + 10,53**P? - 1,580*S? - 3,258**PS R?= 0,8450
Teor S_R=16,45+ 81,7 P- 42,84 S - 47, 1**P? + 14,56**S? - 3,20 PS R?=0,7385
(2) Teor S_PA= 17,44 - 7,65**P + 1,65**S + 6,08 P* + 0,04 S* + 0,69 PS R’= 0,6389
Teor S_R=66,7- 1264 P + 26,9 S + 52,0*P? - 14,40*S” + 26,15**PS R’=0,6211

Figura 6 — Teores de S na parte aérea (S_PA) e na raiz (S_R) de plantas de
Crambe abyssinica sob diferentes concentragdes de arsénio em funcao das
doses de fosfato e sulfato. * e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente, pelo

teste t.

Os maiores teores de enxofre (Figura 6) e de arsénio (Figura 7)

encontrados nas raizes em relacdo a parte aérea indicam que as plantas de

crambe retém o As no sistema radicular. Esta € uma estratégia muito comum

entre as plantas que toleram a presenca deste metaldide. Nessa estratégia o As

€ complexado por fitoquelatinas e levado para o vacuolo celular ainda nas raizes,

evitando o seu translocamento para a parte aérea.
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(1) arsenato 0,3 mmol L™

(2) arsenato 0,6 mmol L"
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(1) Teor As_PA= 0,3580 - 0,3405**P + 0,0117**S + 0,0898*P? - 0,0055 S” + 0,0505**PS  R’= 0,9236

Teor As_R= 1,404 + 2,58**P + 0,127 S - 2,935**P? - 0,088 S% + 0,279 PS R?=0,8211
(2) Teor As_PA=-0,457 + 1,465 P + 0,539 S - 0,948**P? - 0,1788**S” + 0,0054 PS R’= 0,8405
Teor As_R= 15,77 - 23,84**P + 0,22 S + 7,33**P? - 1,213*S% + 3,924**PS R?= 0,9008

Figura 7 — Teores de arsénio na parte aérea (S_PA) e naraiz (S_R) de plantas
de Crambe abyssinica sob diferentes concentragcdes de arsénio em fungéo

das doses de fosfato e sulfato. * e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente,
pelo teste t.

Ao analisar os teores de arsénio nas partes da planta (Figura 7) é notavel
o efeito do fosfato na reducao destes teores. A maior disponibilidade de fésforo
diminui a expressao de transportadores de membrana de baixa afinidade, a
principal rota de absor¢do do arsenato (Meharg & Macnair, 1991; Zhu et al.,
2006), reduzindo assim a absorg&o deste ultimo. Estes resultados corroboram

com os teores de fosforo encontrados nessas plantas, uma vez que este diminue
com o aumento das doses de arsénio.
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O conteudo de arsénio, que expressa o que de fato foi absorvido pela
planta, demonstrou que doses de fosfato maior que 0,8 mmol L' reduz as
quantidades de As acumulada, dentro da mesma dose de arsenato, e que as

doses de sulfato utilizadas ndo levaram a grandes alteragdes desta variavel
(Figura 8).
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(1) Cont. As_PA= 0,115 + 1,025 P - 0,045**S - 0,742*P? + 0,0273 S° + 0,1252 PS

R?= 0,7990

Cont. As_R=-0,078 + 1,355"*P + 0,131 S - 1,032**P? - 0,0282 S - 0,0200 PS R’= 0,7446

(2) Cont. As_PA=-1,524 + 3,434**P + 0,987 S - 1,691**P? - 0,3128**S” + 0,009 PS R’= 0,8604
Cont. As_R =0,167 + 0,479 P + 0,244 S - 0,654 P” - 0,1541 S° + 0,394*PS R’= 0,5203

Figura 8 — Conteudo de arsénio na parte aérea (As_PA) e na raiz (As_R) de

plantas de Crambe abyssinica sob diferentes concentracdes de arsénio em
funcdo das doses de fosfato e sulfato.* e **

significativo a 5 e 1%,
respectivamente, pelo teste t.

Ao analisar o indice de translocagdao nos diferentes tratamentos foi
possivel observar relagao direta desta variavel somente com as doses de fosfato
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aplicado. Foi detectado um valor minimo de 29 %, nas plantas que receberam
0,6 mmol L' de arsenato, quando foram tratadas com 0,4 mmol L' de fosfato e
0,8 mmol L' de sulfato e um méaximo de 65 % quando foram tratadas com 1,2
mmol L' de fosfato e 1,6 mmol L' de sulfato. Esta alteracdo no indice de
translocacao é interessante do ponto de vista de recuperagdo, uma vez que o
maior acumulo do As na parte aérea permite a remocao deste da area por meio

do corte da planta com possivel inceneragao.

CONCLUSOES

Solugdes contendo concentracdes crescentes de fosfato reduziram os
efeitos toxicos de As em plantas de Crambe abyssinica, reduzindo o acumulo de

As em seus tecidos.

Doses crescentes de sulfato aumentam os teores de As encontrados nas
raizes das plantas e, no geral, as concentragdes utilizadas neste experimento

nao contribuiram para a redugao da toxicidade do As.

Os resultados indicam que plantas de Crambe abyssinica impedem a
translocacdo do arsénio para a parte aerea através de mecanismos que

envolvem moléculas contendo enxofre em sua constituigao.
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CAPITULO 3

Trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila a em Crambe abyssinica
Hochst em diferentes concentragoes de fosfato, sulfato e arsenato.
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INTRODUGAO

No processo de recuperacédo de solos contaminados tem se dado
preferéncia ao emprego de técnicas de remediagéo in situ em detrimento das
técnicas ex situ, uma vez que esta ultima apresenta maiores riscos associados

a manipulacado do material.

Dentre as diversas técnicas in situ existentes, destaca-se a
fitorremediagéo, que consiste no uso de plantas para remover contaminantes do
ambiente e ou imobiliza-los em forma menos tdxicas (Salt et al., 1998; Pulford &
Watson, 2003).

Um grande esforgo € empregado na selegéo de espécies adequadas para
a fitorremediagdo de areas contaminadas com arsénio. Entretanto, poucos
trabalhos descrevem os efeitos reais do arsénio no metabolismo da planta. A
maioria dos estudos analisa a sensibilidade das espécies a toxidez do arsénio
por meio de sintomas visuais de toxidez e o acumulo de biomassa, ndo se
aprofundando em questdes fisioldgicas (Rahman et al.,2007; Stoeva et al.,2005;
Sushant e Gosh, 2010)

Alguns estudos tém demonstrado que plantas cultivadas em solos
contaminados podem apresentar alteragdes na biossintese de clorofila, nas
trocas gasosas e no processo fotossintético (Jain e Gadre, 1997; Stoeva et al.,
2005; Rahman et al., 2007). Os danos fisioldgicos causados pelo arsénio podem
ser diretos, uma vez que o arsenato pode atuar como analogo nao funcional do
fésforo, interferindo em processos importantes como a fosforilagdo oxidativa
(Whitaker, 2002) e as reagdes de enzimas que apresentam grupos sulfidrilas,
perturbando assim o metabolismo celular (Rosen, 2002); ou indiretos através do
comprometimento do sistema radicular e consequente menor absorcdo de

nutrientes.

Os efeitos do arsénio sobre o aparato fotossintético das plantas podem
variar de acordo com a espécie, com a concentragcao do metaldide (Silva et al.,
2008) e dos outros nutrientes disponiveis no meio.
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Na fase fotoquimica da fotossintese, o arsénio pode: interferir na cadeia
transportadora de elétrons, levando a redugao do poder redutor (NADPH) e ATP
(Paivoke & Simola, 2001); e ocasionar o aumento da emissao de fluorescéncia
ou liberacao de energia na forma de calor. Ja na fase bioquimica o arsénio pode
afetar a conduténcia estomatica e a atuagdo da enzima rubisco (ribulose-

bisfosfato carboxilase oxigenase).

Plantas de feijdo-guandu (Cajanus cajan), aroeira vermelha (Schinus
terebinthifolius) e cordao de frade (Borreria verticillata) submetidas ao As
apresentaram respostas distintas em fungao da espécie e da concentragao de
As aplicada. Em C. cajan, tanto as trocas gasosas quanto a fluorescéncia de
clorofila a foram afetadas quando as plantas foram expostas a 0,5 mg L' de
arsénio e que, em contrapartida, em B. verticillata doses de 10 mg L' nao

alteraram a fluorescéncia da clorofila (Silva, 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do arsénio na fluorescéncia
de clorofila a e nas trocas gasosas de plantas de Crambe abyssinica cultivadas
em solugdes nutritivas contendo diferentes concentragdes de fosfato, sulfato e

arsenato.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Crambe abyssinica Hochst, cedidas pela Fundagdao Mato
Grosso, foram desinfetadas com hipoclorito de sédio 3 % por 10 min., lavadas
em agua corrente e colocadas para germinar em sementeiras contendo o
substrato comercial Tropstrato HT Hortalicas. Apos dez dias, quando a primeira
folha verdadeira surgiu, as plantas foram transplantadas para meio hidropénico
em vasos de 2,5 dm?® sob aeracdo forgcada. Nesta etapa as plantas foram
aclimatadas, durante duas semanas, em solugao nutritiva de Hoogland & Arnon
(1950), pH 6, em meia forga (metade da concentragédo), com 0,4 mmol L' de

fosforo e 0,8 mmol L' de enxofre.

Apos esse periodo, aumentou-se a concentragcao da solucdo para uma
forca, mantendo a aeracdo e o pH em 6, e aplicou-se os tratamentos que

consistiram em trés concentragbes de fosfato (0,4; 0,8; 1,2 mmol L"), sulfato
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(0,8; 1,6; 2,4 mmol L") e arsenato (0,0; 0,3; 0,6 mmol L'); fornecidos nas formas
de acido fosférico (H3sPOas), acido sulfurico (H2SO4) e arsenato de sodio
(NazHAsO4+7H20), respectivamente, sendo a condutividade elétrica da solugao
ajustada para 3,1 mS cm', com NaCl, em todos os tratamentos. A solugdo
nutritiva foi renovada a cada semana e o pH do meio corrigido todos os dias com
NaOH e HCI 0,5 mol L'. O experimento foi montado em esquema fatorial 3 x 3
x 3, em delineamento de blocos casualizados com trés repeticdes e duas plantas

por vaso.

Duas semanas apdés a aplicagdo dos tratamentos realizou-se,
simultaneamente, a leitura dos parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia
de clorofila a, com o auxilio de um sistema de medi¢ao de trocas gasosas portatil
(LI-6400XT, Li-Cor Inc., Lincoln, NE) equipado com uma camara de
fluorescéncia (LI-6400-40; Li-Cor Inc.).

A taxa fotossintética (A, umolCO2 m2s"), a condutancia estomatica (gs,
mol H20 m2s'), a concentragéo interna de CO2 (Ci, umolCO2 mol') e a taxa
transpiratéria (E, mmol H20 m?s') foram medidas no ultimo par de folhas
completamente expandido das plantas entre 09:00 e 11:00 h da manha, periodo
em que a taxa de assimilagao liquida de carbono esta em seu maximo sob
radiagao artificial (PAR = 1200 ymol fétons m=s™' no nivel da folha, a 400 ymol
de CO:2 atmosférico). Todas as medi¢des foram realizadas a 25 °C e a diferenga
de pressao de vapor foi mantida a aproximadamente 1,0 kPa, ao passo que a
quantidade de luz azul foi ajustada para 10 % da densidade de fluxo dos fétons

(DFF) para otimizar a abertura dos estdmatos (Maxwell & Johnson, 2000).

Folhas previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos foram
iluminadas com uma luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 ymol m-
2s") para a obtengdo da fluorescéncia minima (Fo) e em seguida, pulsos
saturantes de luz branca de 8000 pmol m2s-" foram aplicados por 0,8 segundo
para assegurar a emissdo de fluorescéncia maxima (Fm). A partir destes
parametros calculou-se o rendimento quéantico potencial do fotossistema Il

(Fv/IFm) pela seguinte equagao (Maxwell & Johnson, 2000):
Fv/Fm = (Fm-Fo)

Fm
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Os valores das variaveis dependentes de fluorescéncia de clorofila a (Fo,
Fm e Fv/Fm) e de trocas gasosas (A, gs, Ci e E) foram submetidos a analise de
variancia e seus efeitos desdobrados por meio de analise de regresséo, a 5 %

de significancia, para obtencéo de superficies de resposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos estudados nao causaram alteragdes significativas nos
parametros de fluorescéncia de clorofila a analisados (Tabela 1). Entretanto, a
maior fluorescéncia minima, Fo = 403,86, foi observada nas plantas que
receberam 0,6 mmol L' de arsenato, 0,4 mmol L' de fosfato e 2,4 mmol L' de
sulfato, associada a um rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm)
de 0,82. Fo é a fluorescéncia quando a quinona, receptora primaria de elétrons
do fotossistema Il, esta totalmente oxidada e o centro de reagao esta aberto,
situagdo iminente a ativacdo das reagbes fotoquimicas (Mouget & Tremblin,
2002). Segundo Baker (2008), seu aumento pode ser consequéncia de
alteragdes no centro de reagao do fotossistema Il ou da reducao da capacidade
de transferéncia da energia de excitagdo da antena para o centro de reagéo,
evidenciando assim, mesmo na auséncia de significancia, o maior estresse das

plantas submetidas a este tratamento.

Os resultados de fluorescéncia indicam que nao existe um dano real sobre
o aparato fotoquimico de plantas de C. abyssinica submetidas ao arsénio. As
pequenas alteracbes observadas parecem estar associada a uma fotoinibicao
reversivel, uma vez que a relagdo Fv/Fm ficou entorno de 0,8, valor considerado

6timo para a maioria das plantas (Maxwell & Johnson, 2000).
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Tabela 1 - Analise de variancia referente a fluorescéncia minima (Fo),
fluorescéncia maxima (Fm), rendimento quantico potencial do fotossistema I
(Fv/IFm), taxa fotossintética (A), conduténcia estomatica (gs), concentragéo
interna de CO2 (Ci) e taxa transpiratéria (E) de plantas de Crambe abyssinica sob
solucao nutritiva com diferentes concentragdes de arsenato, fosfato e sulfato

Quadrado Médio

F.V :
Fo Fm Fv/Fm A gs Ci E

Bloco 9965,95** 899,39"¢ 0,0021** 134,67** 0,028 8154,46* 3,57"°
As 453,35"s 21675,49"¢ 0,0002"s 652,83** 0,362** 15510,64** 206,02**
P 1440,49"s 778,59 0,0003"s 467,56** 0,114** 1407,77"s 88,26™*
S 2385,49"s 3467,24"s 0,0005"° 10,43"s 0,003"* 579,54"s 1,52"s

AsxP  3192,32"¢ 3199,18"¢ 0,0008"¢ 261,63** 0,041** 3948,79** 30,98**

AsxS 97,12"s  982,72"¢ 0,0001"s 7,23"¢ 0,006"* 937,96"¢  3,70"s
PxS  2256,65" 4543,87" 0,0005"¢ 6,87"¢ 0,003"¢ 240,83"s 1,07"s

AsxPxS 587,49"s 2543,53"s 0,0001"s 5,47"s 0,002"s 316,01"s 1,71"s
Residuo 1973,91 2858,31 0,00034 16,19 0,007 919,24 3,58

Meédia 367,04 2319,43 0,84 19,32 0,28 242,21 7,52
CV (%) 12,10 2,45 2,27 38,91 49,88 16,13 45,62

* e ** significativo a 5 e 1%, respectivamente, pelo teste F. " ndo significativo.

Em relacdo as trocas gasosas, pdde se observar um efeito altamente
significativo (p<0,01) do arsenato e do fosfato em todas as variaveis, o que néo

ocorreu com o sulfato (Tabela 1).

A espécie Eleocharis acutangula nao apresentou alteragdes significativas
na taxa respiratéria (E) em resposta a diferentes doses de fosforo (Silva et
al.2013). Contudo, para plantas de crambe tratadas com 0,6 mmol L' de
arsenato em diferentes concentracbes de fosfato este comportamento foi
diferente. Os resultados obtidos mostram que o fosfato apresenta papel
importante na taxa transpiratoria de plantas cultivadas na presenca de As, uma
vez que esta reduziu drasticamente nas plantas que foram tratadas com 0,6
mmol L' de arsenato e 0,4 mmol L' de fosfato e que, na mesma dose de
arsenato, a dose de 1,2 mmol L' de fosfato elevou a taxa transpiratéria a um

valor proximo daquele observado no tratamento controle (Figura 1).
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(1) E = 9,69 + 4,60P - 1,98S - 2,36P? + 0,666S% - 0,259PS  R?= 0,5341

Ci=252,8 +21,3P - 5,0S + 2,8P? + 6,99S% - 13,13PS R%=0,6742
(2) E = -3,06 + 7,63**P + 0,42S + 1,58P? + 0,26S% - 0,82PS  R*=0,7767
Ci=297,2-289P + 0.1S + 206,5*P? + 11,958%-27,6PS  R?=0,3897

Figura 1 — Taxa transpiratoria (E) e concentragao interna de CO2 (Ci) de plantas
de Crambe abyssinica cultivadas em solugdo nutritiva com diferentes
concentracdes de arsenato, fosfato e sulfato. * e **

significativo a 5 e 1%,
respectivamente, pelo teste t.

As plantas na presenga de arsénio, quando comparadas ao tratamento
controle, apresentaram redugao na concentragao interna de COz2 (Ci) em todas
os tratamentos (Figura 1). A Ci varia em fungado da demanda de CO2 no mesdfilo
(Mott, 1998) e, segundo Silva (2008), redugdes nesta variavél estdo associadas

a aumento da taxa fotossintética (A) ou redugdes na conduténcia estomatica
(gs), o que de fato aconteceu (Figura 2).
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O controle da perda de agua pelo limbo foliar é realizado pelo fechamento
estomatico, sendo este um processo de resposta instantdnea ao estresse
(Lawlor & Cornic, 2002). Assim, as redug¢des da condutancia estomatica ja eram
esperados devido aos danos radiculares causados pelo estresse oxidativo do
arsénio (Canatto, 2013; Singh et al., 2007; Barbosa et al.,2009). Da mesma
forma, o aumento de E e gs com o aumento das doses de fosfato podem estar
correlacionados com a diminuigao da toxicidade do arsenato nestes tratamentos,

como foi observado por Palma (2013).

Dentro da planta, embora o arsenato possa substituir o fosfato em
diversas reagdes, ele ndo é capaz de desempenhar suas fungdes metabdlicas
(Shri et al.,2009). E o que ocorre, por exemplo, na fosforilagéo oxidativa, em que
o arsenato desloca o fosfato na sintese de ATP, diminuindo a produgdo de
energia na planta (Terwelle & Slater, 1967, Ullrich-Eberius et al.,1989). Assim, o
aumento na taxa fotossintética das plantas tratadas com 0,6 mmol L' de
arsenato na dose de 1,2 mmol L de fosfato (Figura 2) pode se configurar em uma
estratégia da planta para aumentar a produgao energética e superar o estresse
oxidativo causado pelo arsénio em seu metabolismo. Ndo obstante, este
aumento na taxa fotossintética, se apresenta como um bom fundamentador
fisiolégico para explicar os efeito benéficos do fosfato na fitotoxicidade de arsénio
observado em diversos trabalhos encontrados na literatura (Tu & Ma, 2003; Silva
et al.,2009).
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(1) gs = 0,3840 + 0,125P - 0,0685S - 0,0661P? + 0.02595” - 0.0104PS R?=0,2811

A =26,05+2,0P - 2,37S - 3,79P%- 0,125° + 2,11PS R?=0,4355
(2) gs = -0,051 + 0,197**P - 0,038S + 0,094P? + 0,0259S” - 0,0268PS R?= 00,7421
A=-16,3+529"P + 1,16S - 17,6P? - 0.285% - 0.01PS R’= 0,8398

Figura 2- Condutancia estomatica (gs) e taxa fotossintética (A) de plantas de
Crambe abyssinica cultivadas em solugdo nutritiva com diferentes
concentracdes de arsenato, fosfato e sulfato. * e ** significativo a 5 e 1 %,
respectivamente, pelo teste t.

O fato do arsénio néo ter afetado significativamente os parametros de
fluorescéncia da clorofila a, somado as alteracbes observadas nas trocas
gasosas, indicam que os efeitos deste metaldide em C. abyssinica estdo
correlacionados, principalmente, com disturbios na entrada e no transporte de

agua e nutrientes causados pelas alteragdes no sistema radicular provocadas
pelo arsénio.
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CONCLUSOES

As diferentes concentragdes de arsenato, fosfato e sulfato aplicadas as
solugdes de cultivo de Crambe abyssinica ndo afetaram a fluorescéncia minima,
fluorescéncia maxima e o rendimento quantico potencial do fotossistema Il das
plantas. Isto indica que a toxicidade de arsénio a esta espécie esta
correlacionada, principalmente com os disturbios na captagao e no transporte de

agua e nutrientes pelo sistema radicular.

A suplementagéo das plantas com até 2,4 mmol L-! de sulfato ndo reduziu

os danos provocados pelo arsénio nas trocas gasosas de Crambe abyssinica.

Doses crescentes de fosfato reduziram o efeito fitotdoxico do arsénio em
plantas de C. abyssinica e o principal efeito fisiolégico observado, foi o aumento

da taxa fotossintética.
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CONCLUSOES GERAIS

Os teores elevados de arsénio nas raizes de Crambe abyssinica, indicam
que ela pode ser eficaz no processo de fitoestabilizacdo de areas contaminadas

com arsénio.

A toxicidade do arsénio em C. abyssinica esta correlacionada,
principalmente, com os disturbios na captagdo e no transporte de agua e

nutrientes do sistema radicular.

Doses crescentes de fosfato reduziram o efeito fitotoxico de arsénio em
plantas de C. abyssinica e o principal efeito fisiolégico observado, foi o aumento

da taxa fotossintética.

Doses crescentes de sulfato aumentaram os teores de As encontrados
nas raizes das plantas e, no geral, as doses utilizadas neste experimento ndo

contribuiram para a reducao da toxicidade do As.
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Montagem dos Experimentos:

Figura 1 — Sementes de Crambe abyssinica.

Figura 2 — Plantas de Crambe abyssinica na sementeira duas semanas apos o

semeio.
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Figura 3 — Estagio de desenvolvimento das plantas no momento do transplantio.

Figura 4 — Planta com raiz nua pronta para ser transferida para o sistema
hidroponico.
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Figura 5 — Suporte de espuma fendlica para auxiliar na sustentagcao das plantas
no sistema hidropénico.

Figura 6 — Plantas cultivadas em meio hidropénico com aeragao forgada.
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Figura 7 — Visdo geral de um dos blocos do experimento logo apds a montagem.

Figura 8 — Estagio de desenvolvimento das plantas no momento da aplicagao
dos tratamentos.
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e Experimento do capitulo 1 — Teste de doses:

N

#

7S
/
t((.;.—,‘,.vf —_—

As *
0,0 mmol1

el

Figura 1 — Parte aérea das plantas ao final do experimento no tratamento
controle (0,0 mmol L") e na dose de 0,2 mmol L' de As.

As * T

0,0 mmol.1* 0,2 mmol.L "

Figura 2 — Raizes das plantas ao final do experimento no tratamento controle
(0,0 mmol L") e na dose de 0,2 mmol L' de As.
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Figura 3 — Parte aérea das plantas ao final do experimento nas doses de 0,4 e
0,6 mmol L' de As.

Figura 4 — Raizes das plantas ao final do experimento nas doses de 0,4 e 0,6
mmol L' de As.
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Figura 5 — Parte aérea das plantas ao final do experimento nas doses de 0,9 e
1,2 mmol L' de As.

As
0‘() mmaol.1 1,2 mmol.l

Figura 6 — Raizes das plantas ao final do experimento nas doses de 0,9 e 1,2
mmol L' de As.
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Figura 7 — Clorose seguida por necrose nas bordas das folhas velhas no
tratamento de 0,9 mmol L.
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e Experimento do capitulo 2 — Diferentes concentragoes de fosfato,
sulfato e arsenato:

e — | [

{3

Figura 1 - Visédo geral das plantas 12 h apds a aplicagao dos tratamentos.

Figura 2 — Efeito de concentragdes crescentes de arsenato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,8 mmol L' de fosfato e 1,6 mmol L' de
sulfato 12 h apds a aplicagao dos tratamentos.
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Figura 3 — Efeito de concentragdes crescentes de arsenato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,4 mmol L' de fosfato e 2,4 mmol L' de
sulfato 12 h ap6s a aplicagao dos tratamentos.

Figura 4 — Efeito de concentragdes crescentes de arsenato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 1,2 mmol L' de fosfato e 1,6 mmol L' de
sulfato 12 h apos a aplicacado dos tratamentos.
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Figura 5 — Efeito de concentrac¢des crescentes de sulfato nas plantas de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L-' de arsenato e 0,4 mmol L' de fosfato 12
h apds a aplicagao dos tratamentos.

Figura 6 — Efeito de concentragbes crescentes de fosfato nas plantas de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L' de arsenato e 1,6 mmol L' de sulfato 12
h apds a aplicagao dos tratamentos.
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Figura 7 — Efeito de concentragdes crescentes de arsenato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,4 mmol L' de fosfato e 0,8 mmol L' de
sulfato.

Figura 8 — Efeito de concentragbes crescentes de arsenato nas raizes de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,4 mmol L' de fosfato e 0,8 mmol L' de
sulfato.
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Figura 9 — Efeito de concentragdes crescentes de arsenato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 1,2 mmol L' de fosfato e 2,4 mmol L' de
sulfato.

Figura 10 — Efeito de concentragbes crescentes de arsenato nas raizes de
Crambe abyssinica cultivadas com 1,2 mmol L' de fosfato e 2,4 mmol L' de
sulfato.
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Figura 11 — Efeito de concentragdes crescentes de fosfato e sulfato nas plantas
de Crambe abyssinica na auséncia de arsenato.

Figura 12 — Efeito de concentragdes crescentes de fosfato e sulfato nas raizes
de Crambe abyssinica na auséncia de arsenato.

67



Figura 13 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,4 mmol L' de fosfato na auséncia de
arsenato.

Figura 14 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,4 mmol L' de fosfato na auséncia de arsenato.

68



Figura 15 — Efeito de concentragbes crescentes de fosfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,8 mmol L' de sulfato na auséncia de
arsenato.

Figura 16 — Efeito de concentragdes crescentes de fosfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,8 mmol L' de sulfato na auséncia de arsenato.
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Figura 17 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,3 mmol L' de arsenato e 0,4 mmol L' de
fosfato.

Figura 18 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,3 mmol L' de arsenato e 0,4 mmol L' de fosfato.
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Figura 19 — Efeito de concentragbes crescentes de fosfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,3 mmol L' de arsenato e 0,8 mmol L' de
sulfato.

Figura 20 — Efeito de concentragdes crescentes de fosfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,3 mmol L' de arsenato e 0,8 mmol L' de sulfato.
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Figura 21 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L' de arsenato e 0,4 mmol L' de
fosfato.
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Figura 22 — Efeito de concentragdes crescentes de sulfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L' de arsenato e 0,4 mmol L' de fosfato.
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Figura 23 — Efeito de concentragdes crescentes de fosfato nas plantas de
Crambe abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L' de arsenato e 0,8 mmol L' de
sulfato.
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Figura 22 — Efeito de concentracdes crescentes de fosfato nas raizes de Crambe
abyssinica cultivadas com 0,6 mmol L' de arsenato e 0,8 mmol L' de sulfato.

73



