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RESUMO

CAMPOS, Naiara Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Respostas morfofisiologicas em plantas de Borreria verticillata (Rubiaceae) expostas a
diferentes doses de arsénio e foésforo. Orientadora: Aristéa Alves Azevedo.
Coorientadores: Luzimar Campos da Silva e Marcelo Ehlers Loureiro.

Plantas que crescem em ambientes contaminados com arsénio podem exibir
estratégias de tolerancia a esse elemento, as quais sdo selecionadas durante a evolugao da
espécie. Este trabalho teve como objetivo comparar o acumulo e a translocagdo de arsénio
(As) e fosforo (P) em plantas de Borreria verticillata, provenientes de locais contaminados
(MG) e nao contaminados (MP) com As, e caracterizar as alteragdes morfoanatomicas e
fisiologicas da espécie em resposta a esse poluente. Plantas de B. verticillata foram
cultivadas em sistema hidropdnico e expostas a diferentes doses de As (0, 33, 66 e 132
uM) e P (0,5; 1,0 e 1,5 mM). Apds doze dias de exposi¢do, foram mensurados os
parametros de fluorescéncia da clorofila a e coletadas amostras de folhas, para a analise do
teor de pigmentos fotossintéticos e de fendis soluveis totais (FST), e de raizes, para analise
do contetido de FST e de aldeido malonico (MDA). Fragmentos de raizes e folhas foram
coletados e fixados em Karnovsky e em formalina e sulfato ferroso para andlise em
microscopia de luz e para histoquimica de compostos fenolicos, respectivamente. As
plantas foram secas em estufa de ventilacao forgada, para a obteng¢dao da biomassa seca, €
reduzidas em moinho para a quantificagdo do acimulo de As e P, em espectrofotometro de
absor¢do atdmica com plasma indutivamente acoplado. Os teores de As e P foram
utilizados para o calculo dos fatores de bioacumulacao (FB) de As e de translocacao (FT)
de As e P. Ao final do experimento, a parte aérea das plantas ndo apresentava sintomas
visuais como cloroses ou necroses. O As ndo alterou a concentracdo de clorofilas e nao
promoveu danos anatomicos nas folhas das plantas de ambas as populagdes. O sistema
radicular foi bastante afetado apresentando sinais de estresse oxidativo e alteragdes no
desenvolvimento de primordios radiculares em respostas ao arsénio. O As promoveu o
aumento do conteido de MDA nas raizes das plantas de ambas as populagdes e de FST na
raiz das plantas da MP. As raizes das plantas do MG do tratamento controle apresentaram
um maior nivel de FST e um menor contetdo de MDA. As plantas da MP cultivadas em
solucdo nutritiva com 0,5mM de P se mostraram mais sensiveis ao As que as plantas do
MG, apresentando sinais de murcha, decréscimo da biomassa seca, alteragdo no formato de

elementos de vaso e reducdo expressiva da dissipacdo fotoquimica. As plantas do MG
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exibiram um menor acimulo de As e uma maior concentragdo de P nos tecidos,
especialmente em baixo nivel de P, o que se traduziu em menores alteragdes
morfofisiologicas em resposta ao arsénio. Acredita-se que a maior tolerancia ao As das
plantas do MG esteja associada ao maior nivel constitutivo de compostos fenolicos e a

regulagdo mais apurada do sistema de transporte de fosfato/arsenato.



ABSTRACT

CAMPOS, Naiara Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2011.
Morphophysiological responses in plants of Borreria verticillata (Rubiaceae) exposed
to different doses of arsenic and phosphorus. Adviser: Aristéa Alves Azevedo. Co-
advisers: Luzimar Campos da Silva and Marcelo Ehlers Loureiro.

It was observed that some plants growing on arsenic-contaminated sites exhibit
specific strategies of arsenic tolerance, which are selected during evolution. Considering
that, the aim of this study was compare the accumulation and translocation of arsenic (As)
and phosphorus (P) in Borreria verticillata plants from arsenic-contaminated (MG) and
uncontaminated (MP) sites, and characterize some physiological and morphoanatomic
changes in response to this pollutant. Plants of B. verticillata were grown under
hydroponic conditions and exposed to different As (0, 33, 66 and 132 uM) and P (0,5; 1,0
and 1,5 mM) levels. After twelve days of exposure, the parameters of chlorophyll
fluorescence were measured, leaf samples were collected for photosynthetic pigments and
total soluble phenolics (TSP) content analysis, while root samples in turn, were collected
for (TSP) and malondialdehyde (MDA) content analysis. Fragments of roots and leaves
were collected and fixed in Karnovsky and formalin and ferrous sulfate for light
microscopy and histochemistry of phenolic compounds analysis, respectively. For dry
biomass evaluation, plants were oven dried, ground in a mill and subsequently weight. As
and P accumulation analysis were performed from dried samples by inductively coupled
plasma optical emission spectrometer, and the results provided were used for As
bioaccumulation factor (BF), as well as As and P translocation factors (TF). At the end of
the experiment, shoots had no visual symptoms such as chlorosis or necrosis. Exposure to
arsenic did not alter chlorophyll contents, and no anatomical damage was observed in
leaves of both populations. On the other hand, the root system was visible affected by As,
with signs of oxidative stress and changes in root primordia development. Treatment with
the metalloid increased MDA content in roots of both populations, and TSP content only in
roots of MP plants. Plant of MG showed a higher level of TSP and lower MDA content in
the roots, in the control treatment, than MP plants. A higher sensitivity to As was observed
in MP plants grown in nutrient solution containing 0.5 mM P, compared to MG plants
under the same P treatment, which showed symptoms of wilting, biomass reducing,
changes in vessel elements shape, and a substantial reduction of photochemical dissipation.

In addition, MG plants exhibited lower As accumulation and higher P content in their



tissues, especially at low P levels, which resulted in reduced morphophysiological changes
by As treatment. Higher As tolerance observed in MG plants might be associated with
higher constitutive phenolic levels and more accurate regulation of the phosphate/arsenate

transport system.
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1. INTRODUCAO
1.1. Arsénio: um problema ambiental

Metal pesado ¢ um termo geral aplicado ao grupo de metais e metaloides que
possuem densidade maior que 6,0 g cm™ (Alloway, 1993), comumente associados a
problemas de contaminacao ambiental. Entretanto, alguns metais e metaloides com
densidade menor que 6,0 g cm™, a exemplo do arsénio (As), sdo incluidos no grupo dos
metais pesados devido aos seus efeitos toxicos ao meio ambiente (Corréa, 2006). A
contaminagdo de solos e de aguas subterraneas por arsénio representa um problema de
escala mundial, resultante da atividade geoldgica natural e de fontes antropogénicas como
mineragdo, manufatura de semicondutores, produtos florestais, fertilizantes, pesticidas e
esgotos (Francisco et al., 2002).

Aguas subterrineas com elevadas concentra¢des naturais de As estio geralmente
relacionadas a presenga de rochas igneas e sedimentares ricas em minérios sulfetados
(Ladeira et al., 2002; Rhodes, 2010) e representam um sério problema ambiental e de
satide em paises como Bangladesh, Vietna, India e China (Berg et al., 2001; Smith et al.,
2002; Milton et al., 2005). O arsénio estd presente em mais de duzentos minerais, sendo o
mais comum a arsenopirita (Mandal & Susuki, 2002). A arsenopirita ¢ um dos principais
minerais associados ao ouro (Pulz ef al., 1992), tornando a mineragao aurifera um processo
estritamente relacionado a liberagdao de As para o meio ambiente (Percival et al., 1996).

No Brasil, as fontes naturais de contaminagao por As, identificadas até o momento,
estao relacionadas as rochas que hospedam depositos auriferos sulfetados, como as da
regido do Quadrilatero Ferrifero (MG), da Fazenda Brasileiro (Teofolandia-BA), da Mina
I (Crixés, GO) e do Vale do Ribeira (SP) (Pataca, 2005). As atividades de mineracdo e
refino de minério constituem as principais fontes antropogénicas de arsénio no pais. A
exploracdo mineral do Quadrilatero Ferrifero desde o século XVII foi responsavel pela
producao de 1.300 t de Au e, considerando a razao As/Au nos minérios, estima-se que pelo
menos 390.000 t de As devem ter sido liberadas para o ambiente (Borba, 2002). A
mineracdo de ouro e o funcionamento de fabricas de tridxido de arsénio nessa regiao
levaram a contaminagdo do solo e da dgua com As, colocando em risco a vida dos
moradores de cidades como Ouro Preto, Mariana, Santa Barbara e Nova Lima (Borba,

2002; Deschamps & Matschullat, 2007).



A exposi¢do humana ao arsénio pode provocar doencas de pele, doengas
cardiovasculares, disturbios no sistema nervoso central e diabetes (Barra et al., 2000;
Hughes et al., 2009). Segundo a Agéncia de Prote¢ao Ambiental (USA-EPA, 1988) o As ¢
um elemento carcinogénico do grupo A, conhecido por causar cancer de pele, de bexiga e
de pulmdo. O arsénio pode atravessar a barreira placentaria, produzindo morte fetal e ma
formacdo em muitas espécies animais, incluindo o homem (US-EPA, 1998). A ingestao de
agua contaminada ¢ a maior causa de intoxicagdo humana por arsénio (Matschullat, 2000),
tendo sido associada ao aumento do niimero de abortos espontdneos e de natimortos em
Bangladesh (Milton et al., 2005) e da ocorréncia de cancer e lesdes na pele em Taiwan
(Chen et al., 2003), India e Bangladesh (Rahman et al., 2001) e no Chile (Ferreccio ef al.,
2000), dentre outros paises.

A poluigdo por arsénio ¢ agravada pelo longo tempo de persisténcia desse elemento
no ambiente (Mercedes et al., 2002), exigindo a ado¢do de medidas eficientes para sua
remog¢ao. Métodos fisico-quimicos tradicionais utilizados na remocao de poluentes
apresentam elevados custos e geram grandes volumes de material toxico, além de
alterarem a estrutura e a ecologia dos solos (Salt et al., 1995). A utilizacdo de plantas na
remediacdo de sitios impactados constitui uma alternativa economicamente viavel e de
baixo impacto ambiental (Cunningham & Ow, 1996), que tem atraido o interesse de
pesquisadores e de 6rgaos publicos.

A fitorremediacgdo consiste em um conjunto de tecnologias que faz uso de processos
naturais, pelos quais as plantas e a populagdo microbiana em sua rizosfera degradam e
sequestram poluentes organicos e inorganicos de solos e dguas contaminadas (Pilon-Smits,
2005). Segundo Jadia & Fulekar (2009), a fitorremediacdo engloba quatro processos
principais: fitoextracdo (extra¢do e translocacdo de contaminantes para a parte aérea da
planta), fitoestabilizagdo (redu¢do da mobilidade de poluentes no solo através da sua
adsor¢ao e complexacao), rizofiltracdo (concentragdo de poluentes, provenientes de aguas
contaminadas, no sistema radicular da planta) e fitovolatilizacdo (tranformagao de
contaminantes do solo em compostos volateis que podem ser eliminados pela planta).

A fitoextracdo ¢ aplicada em vérias partes do mundo e, em muitos paises, em escala
comercial (Lasat, 2002). Estudos realizados na Suécia demonstraram que a espécie Salix
vitaminali pode reduzir em mais de 60% a concentracdo de Pb no solo apos trés anos de
plantio (Greger et al., 2003). A revegetacao de um antigo sitio de atividades metalurgicas

na Bélgica foi realizada com éxito através da aplicagdo de um agente quimico sequestrante



e da utilizacdo das espécies tolerantes Agrostis capillaris e Festuca rubra (Vangronsveld &
Cunningham, 1998). Plantas de sorgo, que apresentam sistema radicular fibroso, profundo
e bem ramificado, sdo capazes de reduzir a lixiviagdo de metais pesados no solo através da
imobilizacdo e da concentragdo de metais na raiz (Jadia & Fulekar, 2008). Diversas
espécies de clima temperado tem sido apontadas como promissoras em estudos de
fitorremediacdo, entretanto, no Brasil, as investigagdes nesse campo ainda sao pouco
expressivas (Pereira, 2005). A fitorremediagdo € uma técnica promissora que requer acao
conjunta de profissionais de diversas areas, no intuito de identificar espécies capazes de
atuar na descontamina¢do de solos, principalmente em condigdes edafoclimaticas
brasileiras (Pires et al., 2003).

A selecao de espécies fitorremediadoras deve levar em conta caracteristicas como:
capacidade de tolerar elevadas concentragdes do contaminante no meio, através da
retencdo no sistema radicular ou translocagdo do poluente para a parte aérea, possuir alta
taxa de crescimento e producao de biomassa, ser de facil propagacdo, e de ocorréncia
natural em dareas poluidas (Vose et al., 2000). Além disso, ¢ necessario conhecer as
repostas morfoldgicas e fisiologicas das espécies quando expostas a determinadas
concentragdes do poluente, de modo a avaliar a sua real tolerdncia ao estresse, tendo em

vista o tempo de permanéncia da planta no ambiente contaminado.

1.2. Arsénio: efeitos toxicos em plantas

O arsénio ¢ um nutriente ndo essencial para plantas, que pode estimular o
crescimento vegetal, quando presente em pequenas concentragdes, ou promover efeitos
fitotoxicos em espécies ndo tolerantes a0 As expostas a elevadas doses desse elemento
(Carbonell-Barrachina et al., 1998; Horswell & Speir, 2006). A fitoxicidade do arsénio
depende, dentre outros fatores, da sua forma quimica e concentragcdo (Patra et al., 2004),
sendo as formas inorganicas, arsenato (As™) e arsenito (As+3), as mais toxicas (Barra et al.,
2000). O arsenito se liga a grupos sulfidrilas de enzimas e proteinas, resultando em
disfun¢ao celular (Hughes, 2002; Raquel & Tena, 2005). O arsenato ¢ absorvido como um
analogo nao funcional do fosfato e pode substituir o fosforo nas moléculas de ATP
(Ullrich-Eberius et al., 1989), alterando o fluxo energético celular (Meharg, 1994; Hughes,
2002).



Metais pesados afetam diretamente varios processos bioquimicos e fisioldgicos,
ocasionando redugcdo do crescimento, inibi¢do da fotossintese e da respiragdo e
degeneracao de organelas celulares (Vangronsveld & Clijsters, 1994). O arsénio pode
alterar a eficiéncia fotossintética por meio do aumento da geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), da danificacdo das membranas dos tilacoides e da redug¢ao do contetido de
clorofilas e carotenoides, da atividade fotoquimica e da fixacdo de CO, (Pdivoke &
Simola, 2001; Stoeva & Bineva, 2003; Stoeva et al., 2003).

Espécies reativas de oxigénio atuam como mensageiros intracelulares durante os
processos de crescimento e diferenciacdo celular (Sauer et al., 2001). Alteragdes no
formato das células parenquimaticas do cortex e na diferenciacdo de elementos condutores
foram relatadas para raizes de Pisum sativum (Péaivoke, 1983), Phaseolus aureus (Singh et
al., 2007) e Cajanus cajan (Barbosa, 2009) expostas ao arsénio. Em folhas de Borreria
verticillata o arsénio promoveu alteragdes na estrutura de estOmatos e de tricomas,
desorganizacdo do mesofilo e retracio do protoplasma de células do parénquima
clorofiliano (Silva, 2008). Alteragdes ultraestruturais foram encontradas em mitocondrias
de Raphanus sativus (Simon et al., 2000) e em cloroplastos de Pteris vitata, em reposta ao
arsénio (Li et al., 20006).

Plantas e microorganismos apresentam dois mecanismos principais de tolerancia ao
arsénio (Inouhe, 2005). O primeiro consiste na restricdo da absor¢ao de As (Meharg &
Macnair, 1990; Fujiwara et al., 2000), e o segundo na sua detoxificagdo intracelular
(Edmonds & Francesconi, 1981; Kaise ef al., 1988). A supressdo do sistema de transporte
de alta afinidade de fosfato ¢ um importante mecanismo de tolerdncia encontrado em
Holcus lanatus, que possibilita a reducao do influxo de arsenato (Meharg & Macnair,
1992). A detoxificagdo de As envolve a complexagdo do arsenito com peptideos ricos em
tidis, particularmente as fitoquelatinas (Hartley-Whitaker et al., 2001a; Schmdger et al.,
2000). A complexagao de As pode ser aumentada pela acdo da enzima arsenato redutase
que reduz arsenato a arsenito, o qual ¢ imobilizado. Entretanto, esse mecanismo ndo ¢
suficiente para explicar a elevada capacidade de detoxificagdo presente em plantas
hiperacumuladoras de arsénio (Gonzaga et al., 2006), as quais apresentam fator de
translocagdo e de bioacumulacio de As > 1 e actimulo total de As superior a 1000 mg Kg™!
na sua biomassa (Ma et al., 2001).

Os compostos fenodlicos constituem também importantes moléculas antioxidantes

que atuam na neutralizagdo de radicais livres e na quelacdo de metais de transi¢do, agindo



tanto na etapa de iniciagdo como na propaga¢do do processo oxidativo (Michalak, 2006;
Shahidi et al., 1992). Outro possivel mecanismo de sequestro de metais pesados ¢ a sua
incorporagdo na estrutura de cristais de oxalato (Choi et al., 2001; Mazen et al., 2004;
Silva et al., 2001).

Os mecanismos de tolerdncia ao arsénio envolvem tanto respostas constitutivas
quanto adaptativas (Meharg, 1994), sugerindo que a tolerancia a este elemento varia de
acordo com a espécie e com local onde os individuos se desenvolvem. Embora espécies
vegetais possam diferir substancialmente na sua habilidade de absorver, translocar e
acumular arsénio (Bernal et al., 1975; Macnair et al., 1992), populagdes distintas de uma
mesma espécie podem apresentar um grau de tolerancia variado, de acordo com as
pressoes seletivas presentes em cada um dos ambientes. Plantas que crescem em sitios
contaminados com metais pesados podem exibir estratégias de tolerancia a metais, as quais
sdo selecionadas durante a evolugdo da espécie (Patra et al., 2004). Populagdes de Agrostis
tenuis provenientes de areas com funcionamento de minas apresentam tolerancia a metais
presentes em grandes concentracdes no solo dessas regides, ao contrario de populacdes
dessa espécie que se desenvolvem em pastagens comuns (Gregory & Bradshaw, 1965).

Borreria verticillata (L.) G.F.W. Mayer (Rubiaceae), também denominada de
vassourinha ou erva-botdo, ¢ uma planta herbacea com propriedades fitoterapicas (Simdes
et al., 1986; Ferreira & Rosa, 2009) muito conhecida como espécie invasora de pastagens e
areas cultivadas (Modesto Junior & Mascarenhas, 2001), devido ao seu crescimento rapido
e facil adaptacdo a diversos tipos de ambiente. Essa espécie ¢ nativa do continente
americano (Maynart et al., 1980) e possui distribui¢do ampla no territério brasileiro, desde
0 Amazonas até o Rio Grande do Sul (Dimitri, 1959).

A ocorréncia de Borreria verticillata na regido de Nova Lima (MG, Brasil), cidade
que abriga a mais antiga mina de ouro em opera¢do do mundo (Deschamps & Matschullat,
2007), foi o primeiro indicio da sua tolerancia ao arsénio. Essa espécie ¢ encontrada de
modo particular no Morro do Galo, regifio que apresenta um teor médio de 10.975 mg Kg™'
As no solo em funcdo do deposito de antigos rejeitos provenientes de uma fabrica de
trioxido de arsénio (Deschamps & Matschullat, 2007). Estudos experimentais realizados
por Silva (2008) constataram que plantulas de Borreria verticillata, obtidas a partir de
sementes provenientes do Morro do Galo, possuem capacidade de acumular quantidades
expressivas de arsénio nas raizes e na parte aérea, sem apresentarem reducdo na

concentragdo de fosforo nos tecidos.



Este trabalho teve como objetivo comparar o acumulo e a translocagdo de arsénio e
fosforo em plantas de Borreria verticillata provenientes de locais contaminados e nao
contaminados com As e caracterizar as alteragdes morfoanatdmicas e fisioldgicas dessa

espécie em resposta ao arsénio, com destaque para a sintese de compostos fendlicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedéncia das mudas e condicoes de cultivo

Plantas de Borreria verticillata (L.) G.F.W. Mayer (Rubiaceae) foram coletadas em
sitios contaminados e ndo contaminados com arsénio. O sitio ndo contaminado situa-se na
Mata do Paraiso (20°38°07” S e 42°51°31” W), municipio de Vicosa (MG), e o sitio
contaminado com arsénio no Morro do Galo (19°57'45" S e 43°51'07" W), Nova Lima
(MG), em regido de deposito de antigos rejeitos de uma fabrica de triéxido de arsénio.

As plantas coletadas foram cultivadas em areia at¢ a emissdao de novos ramos.
Posteriormente, estacas com 3 a 4 nos foram retiradas e plantadas em vasos individuais
contendo areia, recebendo irrigagdo diaria e adubag¢do semanal com solucdo nutritiva de
Hoagland 2 F (Hoagland & Arnon, 1950). Apds dois meses de cultivo, as mudas foram
transferidas para sistema hidroponico em caixas de isopor (4 L), protegidas com plastico
preto para evitar a entrada de luz externa (Fig. 1D). As raizes das mudas foram lavadas
previamente com hipoclorito de sodio (20%) para desinfestacdo. As plantas foram
mantidas em solu¢do nutritiva de Hoagland (72 F) sob aeracdo constante. O pH da solucao
foi ajustado diariamente para 5,5 e a solugdo nutritiva foi renovada a cada 3 dias.

Ap6s dez dias da transferéncia das mudas para o sistema hidropdnico, foi aplicado o
tratamento com arsé€nio, na forma de arseniato de sédio (Na,HAsO4.7H,0), e fosfato,
fornecido na forma de KH,PO,. Foi utilizada uma combinagao entre quatro concentragoes
de arsénio (0, 33, 66 ¢ 132 uM) e trés de fosfato (0,5; 1,0 e 1,5 mM), totalizando doze
tratamentos para cada populacdo. As doses de arsénio foram as mesmas utilizadas por
Silva (2008) e as doses de fosforo foram adaptadas de Huang et a/ (2007). Foram utilizadas
trés caixas para cada tratamento e em cada caixa foram colocadas duas plantas. A
exposicao ao arsénio foi feita progressivamente e cada planta permaneceu por 48 h nas
concentracdes mais baixas de As até atingir a concentracdo determinada para cada

tratamento (Quadro 1). Para padronizar o tempo de exposi¢do das plantas ao arsénio os



tratamentos com as maiores doses de As foram iniciados primeiro. As plantas

permaneceram expostas ao tratamento durante doze dias.

0uM As+0,5uM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 0+0,5
0pM As+1,0 uyM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 0+1,0
0uMAs+1,5uM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 0+1,5
33uM As + 0,5 pM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 33+ 0,5
33uM As + 1,0 pM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 33+ 1,0
33uM As + 1,5 uM P 0+1,0 0+1,0 0+1,0 33+ 1,5
66uM As + 0,5 uM P 0+1,0 0+1,0 33+ 0,5 66+ 0,5
66uM As + 1,0 uM P 0+1,0 0+1,0 33+ 1,0 66+ 1,0
66uM As + 1,5 uM P 0+1,0 0+1,0 33+ 1,5 66+ 1,5
132 uM As + 0,5 upM P 0+1,0 33+ 0,5 66+ 0,5 132 +0,5
132 uM As + 1,0 uM P 0+1,0 33+ 1,0 66+ 1,0 132+1,0
132 uM As + 1,5 uM P 0+1,0 33+ 1,5 66+ 1,5 132+1,5

Quadro 1. Esquema de aclimatagdo das plantas a diferentes doses de arsénio e fosforo.

2.2. Aciimulo de biomassa e concentracio de arsénio (As) e fosforo (P)

O peso seco das plantas, da raiz e da parte aérea, foi obtido apds a secagem das
plantas em estufa de ventilacao forcada, a 70 °C, e foi utilizado para a determinacdo do
acumulo de biomassa seca. As amostras secas foram reduzidas, em moinho do tipo Wiley,
a particulas com dimensdes inferiores a Imm.

Amostras de matéria seca de raizes (0,2 g) e da parte aérea (0,5 g) foram
adicionadas a tubos contendo 10 ml de solucao nitroperclorica (3:1), e submetidas a pré-
digestdo a temperatura ambiente por 24 h (Tedesco et al., 1995). A digestdo completa das
amostras foi obtida aumentando-se a temperatura do bloco digestor at¢ 150 °C. Amostras
contendo apenas solucdo nitroperclérica foram utilizadas como branco e para o preparo da
curva padrio (r* = 0,99). Os teores de arsénio e fosforo foram determinados em
espectrofotometro de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (modelo 3300

DV, Perkin Elmer Optima, EUA).

2.3. Fatores de translocacio de As e P e bioacumulacio de As

A partir do teor de As acumulado por unidade de matéria seca, foi calculado o fator
de translocacao (FT), definido como a razao entre a concentracao de arsénio na parte aérea
da planta e a concentracdo de arsénio presente nas raizes (Fayiga & Ma, 2005; Huang et

al., 2006) e o fator de bioacumulagdo (FBA), definido pela razdo entre a concentragdo de



arsénio na planta e a concentracdo de arsénio no meio de crescimento (Huang et al., 2006;

Tu et al., 2002). De modo similar, foi calculado também o fator de translocagao de fosforo.
2.4. Analise visual e microscopica

Observagdes diarias das plantas foram feitas durante o periodo do experimento com
o intuito de caracterizar possiveis alteragcdes visuais na parte aérea e na raiz em resposta ao
arsénio. Ao final do experimento, as raizes laterais finas foram observadas e fotografadas
em Microscopio estereoscopio (modelo Olympus SZX7) com sistema de captura de
imagens acoplado (modelo Olympus E-330).

Foram coletadas amostras das raizes adventicias principais, das raizes laterais finas
e amostras da regido mediana da lamina foliar de folhas totalmente expandidas. As
amostras foram fixadas em Karnovsky (Karnovsky, 1965), desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica). Cortes transversais (8§ um) e longitudinais (4
um) foram obtidos com auxilio de micrétomo rotativo de avango automatico (Modelo
RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados em azul de
Toluidina/pH=4,0 (O’Brian & Mccully, 1981). As laminas foram montadas em Permount.

Para a deteccdo histoquimica de compostos fenolicos, amostras de raizes e da
lamina foliar foram fixadas em solugdo de formalina (4%) com sulfato ferroso (10%)
durante 24 horas, sob vacuo. O controle do teste foi realizado com amostras previamente
armazenadas em metanol sob vacuo, durante 72 horas. Apos lavagem em agua destilada,
as amostras foram submetidas a desidratacdo em série etilica/butilica (Johansen, 1940),
incluidas em parafina histologica (Histosec, Merck) e seccionadas com 10 um de espessura
em microtomo rotativo. Laminas permanentes foram montadas em Permount.

As observagdes e a documentacdo fotografica foram feitas em fotomicroscopio
(modelo Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao) com sistema U-Photo,
com camera digital acoplada (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic instruments inc.

New York, USA).
2.5. Determinacio do nivel de fenéis totais (FST) e de aldeido malonico (MDA)

A determinagdo do conteudo de fendis soluveis totais (FST) e de aldeido malonico
(MDA) foi realizada para amostras vegetais do tratamento com 0,5 mM de P submetidas a
0 e 132 uM As. A quantificacdo de FST foi realizada segundo o método de Bieleski &

Turner (1966) com adaptagdes. Foram adicionados 2ml de metanol 80% a cerca de 0,5 g
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de matéria fresca de folhas e raizes. O material foi triturado em almofariz a 4°C e
centrifugado a 10.000 g por 15 min. As reagdes foram preparadas a partir da adigao de
10ul do sobrenadante (extrato metanolico), 65 pl de H,O destilada, 37 pul do reagente
Folin-Ciocalteau (1:1) e 188 ul de carbonato de sodio a 20%. Apo6s 30 minutos, foi feita a
leitura da absorbancia em 725 nm em leitor de placa de Elisa (Asys-UVM 340, Eugendorf,
Austria). No controle negativo, foi utilizada 4gua destilada no mesmo volume do extrato
vegetal. A curva padrio (r* = 0,99) foi preparada utilizando quantidades conhecidas de
acido tanico (AT) na faixa de 0 a 50 mg/ml. O resultado foi expresso em mg de AT Kg™' de
massa fresca.

A quantificacdo de MDA, composto que indica o grau de peroxidagao lipidica
associada ao estresse oxidativo, foi feita de acordo com o descrito por Gomes-Junior et al
(2006). Amostras de raizes (0,5 g) foram maceradas em nitrogénio liquido na presenca de
10% (p/p) de polivinilpolipirolidona (PVPP). Em seguida, foi adicionado 2,0 mL da
solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) as amostras e estas foram centrifugadas
a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, 250 pL do sobrenadante foi adicionado a
1,0 mL da solu¢do de TCA 20% (p/v) contendo 0,5% (p/v) de acido tiobarbiturico. No
controle negativo, foi adicionado apenas o TCA 20% sem 4cido tiobarbitlrico. As
amostras foram misturadas vigorosamente e incubadas a 95 °C por 30 minutos. Os tubos
foram colocados no gelo para paralisagao da reagdo. As amostras foram centrifugadas a
10000 g durante 4 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 nm,
descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentracio de MDA foi
calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade de 155 mM™ cm™ (Heath & Packer,

1968).

2.6. Parametros de fluorescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila foram mensurados com auxilio de um
fluordmetro modulado (FMS2, Hansatech, Norfolk, Reino Unido), para as plantas
submetidas aos diferentes niveis de fosforo e a 0 e 132 uM de As. Amostras foliares, apos
adaptacdo ao escuro por 30 minutos, receberam um fluxo de radia¢io de 0,12 pmol m™s™
para obten¢ao da fluorescéncia inicial (Fo). A fluorescéncia méxima (Fm) foi determinada
durante um pulso de fétons saturante de 4.000 pmol m™s™. Em seguida, as mesmas folhas
foram aclimatadas no claro, durante 30 minutos, ¢ receberam um feixe saturante de luz

actinica, permitindo a obtencao da Fs (fluorescéncia quando os processos de transporte de
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elétrons e as reacdes bioquimicas de reducdo de carbono acopladas estdo equilibradas),
Fm’ (fluorescéncia maxima em estado adaptado a luz) e Fo’ (fluorescéncia minima em
estado adaptado a luz). A partir desses parametros, foi calculado a eficiéncia quantica do
FSII (Fv/Fm), o coeficientes de extin¢do fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico (NPQ), o

rendimento quantico do FSII (Y(II)) e a taxa de transporte de elétrons (ETR).
2.7. Conteudo de pigmentos fotossintéticos

O conteudo de pigmentos fotossintetizantes foi mensurado para as plantas
cultivadas em solugao nutritiva contendo 0,5 mM P e expostas a 0 e 132 uM de As. Para a
andlise de pigmentos fotossintéticos, amostras de folhas inteiras (~0,1 g) foram incubadas
em 7 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) em banho-maria (65 °C) durante 15 h. Os extratos
foram diluidos em DMSO (1:1), transferidos para cubetas e os valores de absorbancia
(Ag63, Aeas, para clorofilas a e b, A470 para carotenoides) foram lidos em espectrofotometro
(Genesys 2 PC, Thermo Spectronic). A estimativa das concentra¢des de clorofilas a, b e

carotendides foi feita segundo as equagdes de Wellburn (1994).
2.8. Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado utilizando-
se um esquema fatorial 4 x 3 x 2 (arsénio x fosforo x populagdo). Para todas as anélises
realizadas foram utilizadas 5 repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) empregando-se o programa SISVAR (Sistema de Andlise de Variancia) da
Universidade Federal de Lavras (Ferreira, 2000). Os testes de médias (teste T e teste de

Tukey) foram aplicados em nivel de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. Analise visual e microscopica

As duas populagdes estudadas apresentaram diferencas visiveis na arquitetura da
parte aérea, em todos os tratamentos, como o porte mais ereto € menor numero de
ramificagdes laterais no caule nas plantas do Morro do Galo (Fig. 1A-B). Ao término do
experimento, a parte aérea das plantas da Mata do Paraiso (MP) e do Morro do Galo (MG)
ndo apresentava sintomas visuais como cloroses ou necroses em resposta ao arsénio (Fig.

1A-B) e ndo foram encontradas diferengas entre plantas cultivadas nos distintos niveis de
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fosforo. Entretanto, alguns individuos da MP exibiram sinal de murcha na dose de 132 uM
As (Fig. 1C).

Em relagdo a morfologia interna, ndo foram observados danos na anatomia foliar
das plantas das duas populagdes frente a exposi¢do ao As (Fig. 2A-C). As folhas sdo
dorsiventrais, anfi-hipoestomaticas e apresentam uma grande quantidade de idioblastos
contendo compostos fenolicos e cristais de oxalato de calcio, do tipo rafide. Os idioblastos
fendlicos ocorreram principalmente no parénquima clorofiliano, frequentemente
associados aos feixes vasculares (Fig. 2C, E-F), sendo evidenciados pela coloragdao negra
em resposta a formalina e sulfato ferroso (Fig. 2D). As amostras do controle do teste
histoquimico para detec¢ao de fendis ndo apresentaram coloracao escura.

O sistema radicular, por sua vez, foi severamente afetado, exibindo coloragao
amarronzada, aspecto gelatinoso € menor volume radicular ap6s o tratamento com arsénio
(Fig. 3). O efeito do escurecimento da raiz foi intensificado de acordo com a concentragdo
de As e com o tempo de exposi¢ao das plantas, e foi mais drastico para as plantas da Mata
do Paraiso. A observacao morfologica das raizes laterais, expostas ao As, evidenciou o
aspecto necrosado dos apices radiculares (Fig. 4C-D) e a inibi¢cdo do desenvolvimento das
raizes laterais secundarias (Fig. 4D). No tratamento controle, as raizes laterais
apresentaram padrao de ramificacdo normal e coloragdo clara (Fig. 4A-B), enquanto que
no tratamento com arsénio as raizes apresentaram manchas escuras e superficie irregular
(Fig. 4C-D).

Em anélise anatomica, foi observado o colapso total de células do apice radicular
(Fig. 5B) e o desenvolvimento anormal de primoérdios radiculares, os quais também
apresentaram células colapsadas com contetido intensamente corado pelo azul de toluidina
(Fig. 5D e F). O arsénio promoveu ainda a proliferagao e desintegragdo celular proximo a
regido de emissdo da raiz lateral (Fig. 5D). Adicionalmente, o arsénio ndo afetou o
desenvolvimento das raizes principais nas plantas do MG (Fig. 6D), mas causou a
obliteracao e a alteracdo do formato de elementos de vaso do xilema secundério nas plantas
da MP (Fig. 6C e G). Idioblastos contendo compostos fenolicos e rafides foram abundantes
no parénquima cortical da raiz (Fig. 6E-F), sendo os fendis evidenciados através de teste
histoquimico especifico (Fig. 6H). Aparentemente, as plantas do MG apresentaram um
maior numero constitutivo de idioblastos contendo fendis ou rafides, entretanto, o As
parece ter induzido o aumento do numero de idioblastos nas raizes das plantas

provenientes da MP (Fig. 6 A-D).
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3.2. Concentraciao de fenois soluveis totais (FST) e de aldeido malénico (MDA)

As plantas do Morro do Galo apresentaram um nivel constitutivo de FST na raiz
trés vezes maior que as plantas da Mata do Paraiso (Fig. 7A). Em presenca de 132 uM As,
a concentragdao de FST na raiz foi semelhante para as duas popula¢des, uma vez que o As
aumentou em cerca de trés vezes o nivel de FST na raiz das plantas da Mata do Paraiso.
Nao houve diferenga significativa entre as populacdes em relacdo ao nivel de FST nas
folhas no tratamento controle. Na dose de 132 uM As, as plantas do Morro do Galo
apresentaram uma maior quantidade de FST nas folhas, embora essa diferenca tenha sido
pequena (< 1%).

O arsénio promoveu o incremento do contetdo de MDA nas raizes de Borreria
verticillata das duas populagdes estudadas (Fig. 7B). As plantas do Morro do Galo
apresentaram um conteudo de MDA 50% menor do que as plantas da Mata do Paraiso na
auséncia de As. A concentragdo de aldeido maldnico na raiz, no tratamento com 132uM

As, foi semelhante para as plantas das duas populagdes.

3.3. Acumulo de biomassa

Enquanto o aumento dos niveis de arsénio nao afetou o acimulo de biomassa das
plantas do Morro do Galo, o peso seco de raizes e da parte aérea, das plantas da Mata do
Paraiso, mostrou-se significativamente influenciado pela interacdo entre arsénio e fosforo
(Fig. 8). O menor nivel de arsénio testado (132 pM) associado & menor dose de fosforo
(0,5 mM) promoveu a redugdo da biomassa da parte aérea, do sistema radicular, e
biomassa total somente em plantas da MP. Na compara¢do entre as populagdes, o peso
seco total das plantas do Morro do Galo expostas a 132 uM As foi 33% e 26% maior

quando cultivadas em solu¢do nutritiva contendo 0,5 mM e 1,5 mM P.
3.4. Concentracao de arsénio (As) e fosforo (P)

A concentracdo de As nas raizes e na parte aérea das plantas de Borreria
verticillata, aumentou significativamente com o incremento do nivel de arsénio na solugdo
nutritiva (Fig. 9A-D), mesmo com o aumento dos niveis de P na solug¢do. O acumulo de As
na parte aérea das plantas da MP e do MG, no tratamento com 132 uM As, foi cerca de 5
vezes maior do que o encontrado na auséncia de arsénio. Nas raizes essa relagdo foi de 30 a
47 vezes maior para ambas as populacdes. As plantas do Morro do Galo apresentaram um

menor acumulo de As na raiz e na parte aérea, em relagdo as plantas da Mata do Paraiso,
12



quando cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0,5 mM de P (Tab. 1). Na maior dose de
P (1,5mM), houve uma reducdo do acimulo de As nas raizes das plantas da Mata do
Paraiso (Fig. 9C). Em contraste, o aumento do nivel de fosforo na solugcdo ndo alterou a
absorc¢ao de As nas plantas do Morro do Galo (Fig. 9D).

A aplicacdo de arsénio na solucdo nutritiva, independente da dose, reduziu
drasticamente a concentracao de fosforo nas raizes (Fig. 9G-H). As plantas do Morro do
Galo apresentaram uma maior absorcdo de fosforo na auséncia de As, entretanto, o
acréscimo de arsénio na solucdo nutritiva promoveu uma redug¢do mais expressiva da
concentragdo de P na raiz dessas plantas, em comparagdo com as plantas da Mata do
Paraiso (Tab. 2). O As nao interferiu no acimulo de fésforo na parte aérea das plantas da
Mata do Paraiso, mas reduziu a concentragdao de P na parte aérea das plantas do Morro do
Galo no tratamento com 132 uM As (Fig. 9E-F). Apesar dessa redugdo, as plantas do
Morro do Galo apresentaram um maior acumulo de fésforo na parte aérea nas doses de 1,0
e 1,5 mM P (Tab. 2). O incremento da concentragao de P na solugdo nutritiva nao alterou o
acimulo de fosforo na parte aérea das plantas da Mata do Paraiso, mas, aumentou a

concentragdo de P na parte aérea das plantas do Morro do Galo.

3.5. Fatores de translocacao de As e P e bioacumulacgao de As

O fator de translocacdo (FT) de As foi menor que 0,1 em todos os tratamentos e, de
modo geral, ndo apresentou diferenca significativa entre as duas populagdes (Tab. 3). O
fator de bioacumulacdo (FBA) de As variou de 53 a 166 (Tab. 3) e foi maior para as
menores doses de arsénio em solucdo (teste Tukey, p < 0,05). Nas doses de 33 e 66 uM As,
no tratamento com 0,5 mM de P, as plantas provenientes do Morro do Galo apresentaram
um menor FBA, quando comparadas com as plantas da Mata do Paraiso. O FT de P foi
significativamente maior para as plantas do Morro do Galo em praticamente todos os

tratamentos (Tab. 3).
3.6. Parametros de fluorescéncia da clorofila e teor de pigmentos fotossintetizantes

A relagdo Fv/Fm manteve-se proxima a 0,8, evidenciando que a exposi¢do ao
arsénio nao alterou a eficiéncia quantica maxima do FSII (Tab. 3). Entretanto, o arsénio
reduziu o rendimento quantico do FSII (Y (II)), o coeficiente de extingao fotoquimico (qP)
e a taxa de transporte de elétrons (ETR) nas plantas da Mata do Paraiso cultivadas em
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solugdo nutritiva contendo 0,5mM P. Para as plantas do Morro do Galo, submetidas a
0,5mM P, houve reducao apenas do qP, sendo o percentual de redu¢do menor do que o
encontrado para as plantas da Mata do Paraiso. Nos tratamentos com 1,0 ¢ 1,5 mM P o
arsénio ndo afetou os parametros de fluorescéncia da clorofila.

A exposi¢ao ao arsénio, de modo geral, ndo alterou a concentracdo de clorofilas a e
b, de clorofilas totais e de carotenoides em Borreria verticillata (Tab. 4). As plantas do
Morro do Galo apresentaram uma maior concentragao de clorofilas totais em todos os

tratamentos (teste T, p < 0,05).

4. DISCUSSAO

Em plantas que ndo apresentam hiperacumulacdo de arsénio, este metaloide ¢
acumulado principalmente nas raizes (Marin et al., 1992), afetando de modo diferenciado a
anatomia e a fisiologia dos oOrgdos vegetativos. Borreria verticillata ndo se caracteriza
como uma espécie hiperacumuladora de As em virtude do baixo fator de translocagdo de
As (<0,1) e da concentragdao total deste elemento encontrada nas plantas de ambas as
populacdes (<1000 mg Kg™). O elevado acumulo de As nas raizes promoveu alteracdes na
morfologia e no desenvolvimento do sistema radicular de B. verticillata. O
desenvolvimento das raizes laterais, formadas durante o periodo de exposi¢ao ao poluente,
foi mais afetado pelo As do que o das raizes de maior calibre, formadas antes do inicio do
experimento e que ja apresentavam-se em crescimento secundario. Em Cajanus cajan o
crescimento das raizes laterais foi mais afetado pelo As do que o da raiz principal, uma vez
que o desenvolvimento das raizes laterais ocorreu integralmente na presenca do poluente
(Barbosa, 2009).

Os estagios iniciais de desenvolvimento sdo mais sensiveis aos poluentes uma vez
que os mecanismos de defesa ainda ndo estdo completamente desenvolvidos (Liu et al.,
2005). Em Borreria verticillata, os efeitos do As foram mais dréasticos nos apices
radiculares e em primordios radiculares em formacgao. A deformacao dos apices radiculares
e o desenvolvimento atipico das raizes laterais em B. verticillata sugerem que o arsénio
possa ter comprometido os processos de divisao e alongamento celular. Barbosa (2009)
constatou a redu¢do do indice mitdtico em apices radiculares de plantulas de Cajanus
cajan expostas ao arsénio, os quais apresentaram alteracdo do formato e ma-formagdo da

coifa.
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As alteragdes macroscoOpicas observadas no sistema radicular e o colapso de células
das raizes laterais sao indicios da ocorréncia de danos oxidativos na raiz, o que pode estar
associado com o aumento da peroxidacdo lipidica encontrada para esse Orgao. A
peroxidagdo de lipideos pode levar a destruicio da maquinaria celular e promover a
desintegracdo de células e tecidos (Hartley-Whitaker et al., 2001b; Mascher et al., 2002;
Nascimento, 2007). O menor contetido de MDA nas plantas do Morro do Galo do
tratamento controle, em comparacao com as plantas da Mata do Paraiso, somado ao menor
efeito de altos niveis de arsénio na morfologia dessas plantas, pode estar associado ao
maior nivel constitutivo de compostos fenolicos, os quais atuam como moléculas
antioxidantes. Os compostos fenolicos podem inibir a peroxidacao lipidica de diversas
formas (Michalak, 2006), inclusive servindo de substrato para a detoxificacao de H,O, por
peroxidases (Takahama & Oniki, 2000). No tratamento com 132uM As, o conteudo de
MDA e o nivel de FST foi equivalente para as duas populagdes, indicando que o acimulo
de compostos fenolicos nas raizes de B. verticillata pode ter contribuido para reducao do
estresse oxidativo. Contudo, a atuagdao dos compostos fendlicos ndo foi suficiente para
inibir totalmente o aumento da peroxidacao lipidica, indicando os limites da tolerancia de
ambas as populacdes a este metaloide.

As alteragdes morfoanatdmicas nas raizes sugerem que as plantas da Mata do
Paraiso sdo mais sensiveis ao arsénio, visto que apresentam alteracdes nos elementos de
vaso do xilema secundério, conforme ja relatado na literatura (Pdivoke, 1983; Singh et al.,
2007). Barbosa (2009) também constatou, em raizes de Cajanus cajan, a interferéncia do
As na diferenciagdo dos elementos de vaso, os quais apresentaram formato contorcido e
uma menor area em seccdo transversal. As alteragdes estruturais mais acentuadas nas
raizes das plantas da Mata do Paraiso ocasionaram, possivelmente, o déficit hidrico
indireto, culminando no sintoma de murcha, conforme relatado por Carbonell-Barrachina
et al. (1997) em plantas de feijao. Silva (2008) também constatou a ocorréncia de murcha
em plantulas de Borreria verticillata expostas ao As e correlacionou esse sintoma com a
redug¢do da condutincia estomatica e da taxa fotossintética nessas plantas. A auséncia de
sintomas microscopicos nas folhas de Borreria verticillata indica que a concentracdo de
arsénio na parte aérea das plantas, bem inferior aquela observada em raizes, ndo promoveu
efeitos citotoxicos evidentes. A baixa translocacdo de arsénio limita a chegada desse
metaloide aos tecidos fotossinteticamente ativos (Melo et al., 2010), constituindo um

mecanismo de resisténcia ao As.
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Acredita-se que em Borreria verticillata esse mecanismo esteja relacionado com a
presenca de compostos fenolicos, os quais podem desempenhar um papel semelhante ao
das fitoquelatinas, na complexacao de As nas raizes e restri¢ao da sua translocagdo para a
parte aérea (Hartley-Whitaker et al., 2002; Schmoger et al., 2000). Segundo Sanchez-
Viveros (2010), o aumento do contetdo total de fenodis em plantas de Azolla em resposta ao
arsénio representa um mecanismo de tolerancia a esse poluente. O aumento do nivel de
FST nas raizes das plantas da MP expostas ao As foi coerente com o aumento aparente da
quantidade de idioblastos fenolicos presente nessas plantas. O maior nivel constitutivo de
FST nas plantas do MG, em compara¢dao com as plantas da MP, pode estar relacionado ao
maior nimero de idioblastos fendlicos encontrados nessas plantas na auséncia de As.
Entretanto, essas observagoes sdo qualitativas sendo necessaria a quantificagdo do nimero
de idioblastos presentes nas raizes.

Cristais de oxalato de calcio também podem participar na quelagdo de metais
pesados (Choi et al., 2001; Mazen et al., 2004). A formagao de cristais de oxalato de Al ¢
um mecanismo de detoxificagdo interna presente em plantas de Fagopyrum esculentum
que se desenvolvem em solos com elevada concentragdo desse metal (Ma et al., 1998).
Entretanto, ndo existem relatos desse mecanismo envolvendo o As. O maior nivel
constitutivo de FST e, possivelmente, de idioblastos cristaliferos na raiz de plantas do MG,
podem ser caracteristicas adaptativas dessas plantas a altos niveis de As no solo. Plantas
tolerantes a estresses usualmente contem elevados niveis constitutivos de metabdlitos
protetores, enquanto espécies mais sensiveis apresentam resposta indutiva para esses
compostos sob condi¢oes de estresse (Constabel & Ryan, 1998).

Silva (2008) utilizando plantulas de Borreria verticillata, obtidas a partir de
sementes provenientes do Morro Galo, encontrou um fator de translocacdo de arsénio 20
vezes maior do que o encontrado nesse trabalho, e constatou alteracdes no formato das
células epidérmicas, colapso das células estomaticas e retragao do protoplasma de células
do parénquima clorofiliano. Essa diferenga pode ser atribuida basicamente a idade das
plantas, uma vez que raizes mais jovens apresentam uma menor quantidade de idioblastos
fenolicos e, possivelmente, uma menor capacidade de complexacdo de As, permitindo uma
maior translocagao desse elemento para a parte aérea. A exemplo do que ocorre para outros
poluentes, a tolerancia ao arsénio depende da composicao genética e da idade das plantas,

dentre outros fatores (Treshow & Anderson, 1991).
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A competicdo entre arsenato e fosfato por transportadores de membrana nas células
da raiz de Borreria verticillata foi evidenciada pela redu¢ao da absor¢ao de fosforo nos
tratamentos com arsénio. O menor acimulo de As na raiz das plantas do Morro do Galo,
cultivadas em solugd@o nutritiva com 0,5mM de P, pode indicar que o arsénio promove uma
regulagdo negativa dos canais de absor¢do de P em condi¢des de baixa disponibilidade
fosforo. Clones tolerantes de Holcus lanatus exibem uma menor absor¢ao e acimulo de
arsénio devido a supressao dos canais de alta afinidade de Pi (Meharg & Macnair, 1992).
Essa hipotese ¢ refor¢ada pela reducdo mais expressiva da concentracdo de P na raiz de
plantas do Morro do Galo na presenga de arsénio.

A maior concentracdo de fosforo na parte aérea das plantas do Morro do Galo, em
doses nas mais elevadas de P, e o maior fator de translocagdo deste elemento sugerem que
essas plantas apresentem uma maior expressao de canais envolvidos no transporte de
fosforo da raiz para a parte aérea e/ou transportadores com menor afinidade pelo arsénio.
Apesar de possuirem um maior fator de translocacao de P, fato ndo alterado mesmo com o
aumento das doses de As, as plantas do MG nao diferem das plantas MP quanto ao fator de
translocagdo de As e, sob baixas doses de fosforo, possuem um menor fator de
bioacumulagido de As. A maior eficiéncia de transporte de P das raizes para a parte aérea
pode estar relacionada com a quantidade e o tipo de transportadores de fosfato presentes
nos tecidos que dao acesso ao transporte de longa distancia (Silva et al., 2008).

Os dados de fluorescéncia da clorofila, indicam que houve um efeito mais
pronunciado do As na redugdo das rea¢des fotoquimicas nas plantas da MP. Paralelamente,
observou-se que, sob baixos niveis de P e na presenga de As, essas plantas apresentaram
menor acumulo de biomassa, efeitos mais drasticos na morfologia e anatomia das raizes, e
murcha foliar de forma especifica. A associacdo destes fatos indica uma menor tolerancia
das plantas da MP ao arsénio, embora essas plantas também apresentem mecanismos de
tolerancia ao As, como o aumento de FST. Adicionalmente, o maior peso seco total das
plantas do MG sob altos niveis de As, a menor concentragdo de As em raizes € os maiores
niveis de P na parte aérea, confirmam a idéia de que as plantas do MG sejam mais tolerante
ao As que as plantas da MP. Em Thalaspi caerulescens, maiores tolerancias ao Zn e Cd
foram associadas com a menor taxa de acumulagdo deste metal (Meerts & Van Isacker,
1997, Escarré¢ et al., 2000).

A reducdo da absor¢do de fosforo em B. verticillata parece ndo ter interferido

diretamente na eficiéncia fotossintética, uma vez que a translocacao de fosforo para a parte
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aérea foi pouco alterada. A translocacdo de fosforo permite a manutengdo da competi¢ao
interna por canais de fosfato, minimizando os efeitos do As nas reagdes dependentes de
ATP. Entretanto, os efeitos toxicos do arsénio nos parametros de fluorescéncia da clorofila
a ¢ no acumulo de biomassa seca, nas plantas da Mata do Paraiso, foram significativos
apenas na menor dose de P, quando a absor¢do de As foi geralmente maior. Em sistemas
hidroponicos, a baixa disponibilidade de fosforo proporciona uma maior absor¢ao de
arsenato, em func¢ao da competicdo entre esses dois anions por canais de transporte
(Meharg & Harttley-Whitaker, 2002; Tu & Ma, 2003; Wang et al., 2002).

Os resultados desse trabalho confirmam a tolerancia de Borreria verticillata ao
arsénio, ¢ demonstram que as plantas do MG sdao mais tolerantes que as plantas da MP.
Estudos a cerca da especiagdo de arsénio, da expressao génica de canais de transporte de P
e da atividade de enzimas antioxidantes sdo fundamentais para compreensdo dos
mecanismos de tolerdncia ao As que ocorrem em B. verticillata. Sugere-se ainda que seja
realizada a andlise micromorfométrica do didmetro de elementos de vaso e do niimero de

idioblastos fendlicos e cristaliferos para averiguar as respostas anatdmicas ao As.

5. CONCLUSOES

1. O maior acumulo de arsénio na raiz foi responsavel pela ocorréncia de danos nesse
orgdo, enquanto a baixa concentracdo de arsénio na parte aérea foi coerente com a
auséncia de sintomas visuais € microscopicos nas folhas.

2. A presenca de arsénio na solucdo nutritiva interfere na absor¢do de fésforo em Borreria
verticillata e pode ou ndo alterar a concentracdo de fosforo na parte aérea.

3. Na menor dose de fosforo, em solugdo nutritiva, as plantas de Borreria verticillata,
provenientes da Mata do Paraiso, apresentaram uma maior absor¢ao de As, o que
promoveu maiores danos na atividade fotoquimica e redu¢do no acimulo de biomassa.

4. Plantas de Borreria verticillata provenientes do Morro do Galo apresentam um
mecanismo diferencial de absorc¢do e translocacao de fosforo, possuindo menores niveis
de As na raiz e maior fator de translocacdo de P. Esse mecanismo, associado ao maior
nivel constitutivo de fenois, confere a essas plantas uma maior tolerancia ao arsénio.

5. A elevada capacidade de absor¢ao e complexacdo de arsénio na raiz € o crescimento
rapido sugerem a utilizagdo de Borreria verticillata como espécie pioneira na

revegetacao de areas contaminadas com arsénio.
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Figura 1. Aspecto geral de plantas de Borreria verticillata apdés 12 dias de exposi¢do ao
arsénio. A. Plantas do Morro do Galo (sitio contaminado com As). B-C. Plantas da Mata do
Paraiso (sitio ndo contaminado com As). C. Planta com sintoma de murcha (seta). D. Sistema de
hidroponia. Barra: 10cm.
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Figura 2. Estrutura da 1amina foliar de plantas de Borreria verticillata provenientes de sitio ndo
contaminado (A) e de sitio contaminado com As (B-F) cultivadas em solugdo nutritiva e
expostas a 132uM de As (microscopia de luz). A-C. Corte transversal da 1amina foliar; D. Teste
histoquimico para compostos fenolicos. E-F. Cortes paradérmicos na regido do parénquima
clorofiliano. Cb: células da bainha do feixe vascular; Fl: Floema; Fv: feixe vascular; Ic:
idioblasto cristalifero; If: idioblasto fendlico; Pl: parénquima lacunoso; Pp: parénquima
pali¢adico. Barra: 100pm.
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Figura 3. Efeitos do arsénio sobre o sistema radicular de plantas de Borreria verticillata
provenientes da MP, sitio ndo contaminado (A e C), e do MG, sitio contaminado com As (B ¢
D), apds cultivo em solugdo nutritiva. A-B. Tratamento controle. C-D. Tratamento com 132uM
As. Barra: 3cm.
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Figura 4. Efeitos do arsénio em raizes laterais de plantas de Borreria verticillata provenientes
da MP, sitio ndo contaminado (A e C), e do MG, sitio contaminado com As (B e¢ D), apos
cultivo em solugdo nutritiva (microscopia estereoscopica). A-B. Tratamento controle. C-D.
Tratamento com 132uM As. Seta: apice radicular com aspecto necrosado; Circulo: inibi¢do do
desenvolvimento de raizes laterais secundarias. Barra: 1mm.
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Figura 5. Estrutura de raizes laterais de plantas de Borreria verticillata provenientes da MP,
sitio ndo contaminado (A-D), e do MG, sitio contaminado com As (E-F), apds cultivo em
solugdo nutritiva (microscopia de luz, cortes longitudinais). A, C e E. Tratamento controle. B, D
e F. Tratamento com 132uM As. A-B. Apice radicular. C-D. Inicio da emissdo do primérdio
radicular. E-F. Primordio radicular cortado transversalmente. Seta: proliferacdo e desintegracao
celular; (*): primordio radicular com células colapsadas e com contetido intensamente corado
pelo azul de toluidina. Barra: 100um.
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Figura 6. Estrutura de raizes laterais de plantas de Borreria verticillata provenientes da MP,
sitio ndo contaminado (A, C, E e G), e do MG, sitio contaminado com As (B, D, F e H), apos
cultivo em solug@o nutritiva (microscopia de luz, cortes transversais). A-B. Tratamento controle.
C-F. Tratamento com 132uM As. G. Detalhe de C, obstrucao (seta) e alteracdo no formato (*)
de elementos de vaso. H. Teste histoquimico para compostos fenodlicos. Ic: idioblastos
cristaliferos; If: idioblastos fendlicos.

31



- P FST MDA

5 0 MG 25

Folha Raiz Aa - 20
g a Aa %
a i
_:OD 4l Aa Aa Ab o
w
i 15 %
N g
g =

] . s
o Raiz Uo
Aa 10 5
7 Aa Ba b
Aa
Bb -5
Bb ﬁ
0 . 0
0 132 0 132 132
As (uM) As (pM)

Figura 7. Acumulo de fendis soluveis totais (FST) em raizes e folhas (A) e de aldeido malonico
(MDA) em raizes (B) de plantas de Borreria verticillata cultivadas em solucdo nutritiva com
132uM de As e 0,5mM de P. Médias representadas por letras iguais nao diferem entre si pelo
teste T a 5% de probabilidade. (Letras mailisculas representam comparagdes entre oS
tratamentos e letras minusculas comparagdes entre as duas populagdes). MP: Mata do Paraiso,
sitio ndo contaminado com As; MG: Morro do Galo, sitio contaminado com As.
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Figura 8. Efeitos da interacdo de As e P no peso seco da parte aérea (A-B), da raiz (C-D) e
peso seco total (E-F) de plantas de Borreria verticillata cultivadas em solugdo nutritiva.
Médias representadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. (Letras maitsculas referem-se a comparacdo entre as doses de As, em cada
nivel de P, ¢ as letras minusculas representam a comparagdo entre as populagdes para cada
tratamento). MP: Mata do Paraiso, sitio ndo contaminado com As; MG: Morro do Galo, sitio
contaminado com As.
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Figura 9. Efeitos da intera¢do entre As ¢ P na concentragdo de arsénio (A-D) e de fosforo (E-H)
em raizes (C-D; G-H); e na parte aérea (A-B; E-F) de plantas de Borreria verticillata cultivadas em
solucdo nutritiva. Médias representadas por letras iguais nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade. Letras maitsculas referem-se a comparagdo entre as doses de As, em cada nivel
de P, e as letras minusculas entre os niveis de P, em cada dose de As. MP: Mata do Paraiso, sitio
ndo contaminado com As; MG: Morro do Galo, sitio contaminado com As.
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Tabela 1. Comparagio entre actimulo de arsénio (mg Kg' MS) na parte aérea e na raiz de plantas de
Borreria verticillata provenientes de sitios contaminado (MG) e ndo contaminado com As (MP), cultivadas
em solucao nutritiva com diferentes doses de As (0, 33, 66 e 132uM) e P (0,5, 1,0 e 1,5mM).

Parte aérea Raiz
P Gen/As 0 33 66 132 0 33 66 132
0,5 MP 6,54a 19,65a 22,6la 37,30a 16,04b 39595a  637,91a  526,19a
0,5 MG 5,87b  13,45b  14,67b  25,20b 16,78a  276,74b  363,96b  508,80b
1,0 MP 6,02a 15,56a 26,43a  32,83a 14,43a  244,06a 478,65a  678,21a
1,0 MG 5,90a 15,63a 23852 29,13a 14,60a 269,42a 423,082  637,70a
1,5 MP 5,71a  11,62a 21,44a  30,88a 14,50a  182,54a  355,96a  599,08a
1,5 MG 5,74a 14,23a  19,44a  34,70a 14,12a  181,61a  341,81a  569,27a

*Médias representadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
(Comparagoes entre as populagdes para cada tratamento).

Tabela 2. Comparagio entre acamulo de fosforo (mg Kg' MS) na parte aérea e na raiz de plantas de
Borreria verticillata provenientes de sitios contaminado (MG) e ndo contaminado com As (MP), cultivadas
em solugdo nutritiva com diferentes doses de As (0, 33, 66 ¢ 132uM) e P (0,5, 1,0 e 1,5mM).

Parte aérea Raiz

P Gen/As 0 33 66 132 0 33 66 132

0,5 MP 3131,88b 3066,44a 2720,62a 2667,63a 7730,50b 3293,17a 2875,08a 2839,18a
0,5 MG  3488,64a 3238,70a 2968,53a 2506,69a 11265,00a 2962,55a 2168,63a 2082,32a
Lo MP  2551,99b 2644,88b 3215,31a 2699,58b 9424.89b 3679,10a 3515,92a 3183,91a
1,0 MG 3800,63a 3807,07a 3331,77a 3088,20a 11861,42a 3082,33b 2627,45a 2426,26b
1,5 MP 3022,60b 2947,17b 3178,92b 2733,80b 12765,58b 3431,28b 3866,85a 3069,50a
1,5 MG 4231,04a 4388,29a 3817,77a 3514,19a 14378,14a 3535,09a 2822,24b 2843,98b

*Médias representadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
(Comparagdes entre as populagdes para cada tratamento).

Tabela 3. Efeitos da interacdo de As e P nos fatores de translocagio (FT) e bioacumulagido (FBA) de As e no
FT de P em plantas de Borreria verticillata provenientes de sitios contaminado (MG) e ndo contaminado com
As (MP) cultivadas em solugdo nutritiva com diferentes doses de As e P.

FT (As) FBA (As) FT (P)

P Gen/As 33 66 132 33 66 132 33 66 132
0,5 MP  0049a" 0,039a 0,072a  16624a 132,392 56,35a  0,933a 0,957b 0,943b
05 MG 0,05la 0,042a 0,055a  116,08b 7573b 53.40a  1,120a 1,400a 1,223a
1,00 MP  0064a 0,057a 0,052a  103,85a 101,02a 71,10a  0,719b 0,928b 0,873b
1,00 MG 00652 00582 0,048a  114,02a 89,39a 66,682  1260a 1,272a 1,309
1,55 MP  0,064b 0,062a 0,056a 77,67a  7548a 63,00a  0,866b 0,881b 0,899b
1,55’ MG 0,087a 0,067a 0,073a 7834a 72252 60,40a  126la 1378a 1346a

*Médias representadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
(Comparagdes entre as populagdes para cada tratamento).
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Tabela 4. Efeitos da interacdo de As e P nos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a em plantas de Borreria
verticillata provenientes de sitio contaminado (MG) e sitio ndo contaminado com As (MP), cultivadas em
solugdo nutritiva com diferentes doses de As (0, e 132uM) e P (0,5, 1,0 e 1,5mM).

Mata do Paraiso (MP) Morro do Galo (MG)
As(uM) P(mM) Fv/Fm Y(II) qP NPQ ETR Fv/Fm Y(I) qP NPQ ETR
0,5 0,819a" 0,434a 0,687a 1,658a 273,4la  0,802b 0,329a 0,580a 2,086a 207,45a
0 1,0 0,811a 0,304a 0,493a 1,665a 191,79a 0,807a 0,287a 0,475a 1,749a 180,66a
1,5 0,818a 0,320a 0,512a 1,813a 201,36a 0,809a 0,300a 0,514a 2,056a 188,99a
0,5 0,815a 0,233b 0,399 2,127a 152,18b 0,817a 0,254a 0,437b 2,242a 159,82a
132 1,0 0,819a 0,286a 0,486a 2,131a 179,91a 0,801a 0,299a 0,519a 1,938a 188,49a
1,5 0,819a 0,317a 0,547a 2,298a 199,59a 0,805a 0,334a 0,547a 1,757a 210,65a
CV(%) 0,88 2497 21,79 21,43 24,66 1,17 20,89 18,59 16,61 20,89

*Médias representadas por

letras iguais ndo diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.
(Comparagdes entre as diferentes doses As, dentro de cada nivel de P).

Tabela 5. Efeitos da interacdo de As e P no contetdo de pigmentos fotossintetizantes em plantas de Borreria
verticillata provenientes de sitio contaminado (MG) e sitio ndo contaminado com As (MP), cultivadas em
solugdo nutritiva com diferentes doses de As (0, 33, 66 e 132uM) e com 0,5mM de P.

Mata do Paraiso (MP) Morro do Galo (MG)
As (UM) Ca Cb Ct Caro Ca Cb Ct Caro
0 1,67a°  042a 2,09a 0,37a 1,78a 0,45a 2,23a 0,38a
33 1,56a 0,42a 1,98a 0,34ab 1,82a 0,43a 2,25a 0,38a
66 1,49a 0,37a 1,86a 0,32b 1,89a 0,46a 2,35a 0,40a
132 1,68a 0,40a 2,08a 0,37a 1,76a 0,44a 2,20a 0,38a
CV (%) 6,47 6,83 5,33 3,93 12,75 13,55 12,77 12,54

*Médias representadas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
(Comparagdes entre as diferentes doses de As, dentro de cada nivel de P).
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