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RESUMO

A contaminag¢@o de ambientes aquaticos por arsénio (As) tem origem por
meio da agdo antropica ou pela liberagdo de altos niveis deste elemento por
processos naturais. Entre as fontes de contaminag@o, destacam-se aquelas
ocasionadas pela atividade humana, via aplicagdo de produtos agricolas ou de
rejeitos de mineragdo. Diversas plantas aquaticas tém sido utilizadas em
programas de fitorremediagdo, no biomonitoramento da polui¢do por metais
pesados, devido a sua tolerdncia e capacidade de absor¢do e acumulo de
substancias inorgdnicas. E nesse contexto, que objetivou-se,no presente
trabalho,avaliar o comportamento de 7ypha domingensis Pers., quando
submetida a concentracgdes crescentes de As. Os experimentos foram conduzidos
em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Lavras, Departamento de
Ciéncias Bioldgicas, onde as plantas foram cultivadas em solucio nutritiva de
Hoagland & Arnon 40% e submetidas as concentragdes crescentes de As
(0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 ¢ 4,00 Mg L’l). Foram realizadas analises
anatomicas foliares e radiculares em microscopia de luz e analises fisiologicas
utilizando o medidor portatil de clorofila SPAD-502 ¢ o analisador de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA). Os teores de clorofila sofreram redugéo
significativa a medida que as concentracdes de As aumentaram, a condutancia
estomatica e a transpiragdo apresentaram um significativo aumento a medida que
as concentracdes de As aumentaram, a funcionalidade dos estomatos nao foi
alterada. A epiderme e o parénquima palicadico das folhas tenderam a aumentar
suas espessuras em presenca de As. A fotossintese manteve-se inalterada na
presenca do As. A epiderme da raiz apresentou menor espessura a medida que as
concentragdes de As aumentaram, podendo indicar principios de toxicidade ao
As. Exoderme e endoderme foram os tecidos responsaveis por criar barreiras
apoplasticas contra a difusdo do metal pelo corpo da planta. As alteracdes
anatomicas e fisiologicas ocorreram de modo a favorecer a tolerancia de T.
domingensis ao As.

Palavras-chave: Fitorremedia¢do. Metal Pesado. Biomonitoramento. Poluigo
Ambiental. taboa.



ABSTRACT

The contamination of aquatic environments by Arsenic (As) has its
origins through anthropic action or through the release of high levels of this
element by natural processes. Among the sources of contamination, we highlight
those caused by anthropic actions through the application of agricultural or
mining tailings. Many aquatic plants have been used in phytoremediation
programs, in biomonitoring heavy metal pollution, due to its tolerance and
absorption and accumulation capacity of inorganic substances. It is in this
context that the present study aimed at evaluating the behavior of Typha
domingensis Pers. when subjected to increasing concentrations of As. The
experiments were conducted in a greenhouse at the Universidade Federal de
Lavras, Department of Biological Sciences, where the plants were cultivated in
Hoagland & Arnon 40 % nutritive solution and submitted to increasing
concentrations of As (0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 2.00 and 4.00 mg L- 1). Foliar and
root anatomical analyzes were performed by lighted microscopy, as well as
physiological analyses using a portable SPAD-502 chlorophyll meter (Konica
Minolta, Tokyo, Japan) and an infrared gas exchange analyzer (( IRGA ) LI -
6400 model). The chlorophyll content showed significant reduction as the
concentrations of As increased, and stomatal functionality was not altered. The
epidermis and palisade parenchyma of the leaves presented the tendency to
increase the thickness in the presence of As. Photosynthesis remained unaltered
in the presence of As. Root epidermis presented reduction in thickness with the
increase of As concentrations. This may indicate the beginning of toxicity to As.
The exodermis and endodermis were the tissues responsible for creating
apoplastic barriers against the diffusion of the metal throughout the plant body.
The anatomical and physiological changes occurred in a way which favored the
tolerance of 7. domingensis to As.

Keywords : Phytoremediation . Heavy Metal . Biomonitoring . Environmental
Pollution . taboa .



Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Secc¢do transversal da face abaxial de folhas de 7. domingensis,
submetidas a concentragdes crescentes de As. Com evidéncia
nas fotos, os tecidos epidérmicos, parenquimaticos e feixe
vascular (xilema/floema). A: controle; B: Concentrac¢do 0,25 mg

L-; C: Concentracio 0,50 mg L-'; D: Concentragdo 1,00 mg L-

' E: Concentragdo 2,00 mg L-'; F: Concentragdo 4,00 mg L-'. ...

Sec¢do transversal adaxial de folhas de 7. domingensis,
submetidas a concentracdes crescentes de As. Com evidéncia os
tecidos epidérmicos, parenquimaticos ¢ feixe vascular

(xilema/floema). A: Controle; B: 0,25 mg L-'; C: 0,50 mg L-':

D:1,00 mg L-': E: 2,00 mg L-': F: 4,00 mg | S

A-F Seccdo transversal de raiz de Typha domingensis. Em
evidéncia a epiderme, exoderme, cortex. A- Controle; B- 0,25

mg L'; C- 0,50 mg L''; D- 1,00 mg L™'; E- 2,00 mg L™'; F- 4,00

.39



Tabela 1
Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Concentracdes As utilizadas no experimento...........cccceeevveeerevennne.
Teor de clorofila em folhas de 7. domingensis submetidas a
concentragdes crescentes de ars€nio.........ceeververueruerieeierieneneneenas
Trocas gasosas de folhas de 7. domingensis submetidas a
concentragdes crescentes de ars€nio..........eevevererieriereereenenenenneas
Caracteristicas anatomicas de folhas de 7. domingensis, em

seccdo paradérmica sob concentragdes crescentes de arsénio

Caracteristica foliar em secc¢do transversal de 7. domingensis,
~ A ® -1

sob concentragdes crescentes de arsénio (Mg L™ )..eeeovvevieeieeennnnne,

Caracteristicas anatomicas em corte transversal de raizes de 7.

domingensis, submetidas a concentragdes crescentes de As............



SUMARIO

INTRODUQGAO .......oovoiiiriirieeiesieses s 13
HIPOTESE .......ccooovioiiiiniiiieieeseiees e 16
OBJETIVOS ... .ottt e 17
REFERENCIAL TEORICO............ccooiiivioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeed 18
Macrofitas AQUALICAS.............oocveeviiiiiiieie e 18
Typha domingensis Pers. ................cccoocoueviiiiiiiiiiieiiiesieesie e 19
Contaminacio dos Ecossistemas Aquaticos por Metais Pesados....... 22
A Fitorremediacao .............ccooooviiiiiiiiiiiiecce e 24
Adaptacdes morfologicas, anatomicas e fisiologias de espécies

submetidas a eStreSSe ............cocviiiiiiiiiiiiiiiie e 26
MATERIAL E METODOS........ccooooooiiiiiriieiieneiieneeeeseeeseeeseseeonne 28
Obtencio do material.....................cccoooiiiiiiiiiii e 28
Instalacio do Experimento................cccoocoiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 28
Método para analisar concentracio de clorofila................................. 29
Método para analise da taxa fotossintética.....................c.....ceeie. 29
Método para analise anatomica dos tecidos das folhas e raizes......... 30
Analise Estatistica ...............cccoooiiiiiiiiiiii e 31
Descarte do material ..................coocoooviiiiiiiiii e 31
RESULTADOS E DISCUSSAO .......c.oooviiieeieeeeeeeeeee e 32
CONCLUSOES ......ccooooiiiiiiiniinniineei et 48

REFERENCIAS ..o en s 49



13

1 INTRODUCAO

O arsénio ¢ um elemento traco altamente toxico para os seres vivos. Em
solos ndo contaminados, podem ser encontrados teores inferiores a 10 mg kg™
(ADRIANO, 2001). Em areas contaminadas, seu teor pode chegar a valores trés
mil vezes superiores a esse (VAUGHAN, 1993). Teores elevados de As no solo
podem ser resultantes de agdes antropogénicas, por meio do uso de pesticidas
(herbicidas e fungicidas), fertilizantes, minera¢do de ouro, chumbo, cobre e
niquel, além da combustdo de carvdo (BAIRD, 2002). Substratos contaminados
por As sdo encontrados em areas de mineragdo de Au, Cu, U, por exemplo,
associados a sulfetos metalicos como a arsenopirita (AsFeS) (BENZAAZOUA
et al., 2004). No Brasil, uma das areas mais problematicas quanto a presen¢a de
As em substratos, e consequentemente em aguas de consumo humano, ¢ a regido
do Quadrilatero Ferrifero no estado de Minas Gerais. Os locais de maior impacto
sdo areas proximas a minas de Au, como nos municipios de Nova Lima, Ouro
Preto, Raposos, Mariana, Santa Béarbara e Jodo Pinheiro (RIBEIRO JUNIOR,
2002).

No Brasil, é vigente a legislacio ambiental que exige que areas
degradadas por atividades antropicas sejam recuperadas. A recuperagio de areas
contaminadas e degradadas por metais pesados visa minimizar ou evitar a
dispersdo dos contaminantes para outros nichos ecologicos e a contaminagao da
populagdo humana, bem como restaurar a funcionalidade e a diversidade dos
ecossistemas impactados. Entre os metais pesados, sdo incluidos outros
elementos toxicos que, a rigor, deveriam ser classificados como metaloides,
como € o caso do arsénio, e até ndo metais, como ¢é o caso do selénio (MELO,

2006).
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Tendo em vista o impacto que o arsénio causa no ambiente, ¢ de extrema
necessidade o desenvolvimento de técnicas para descontaminagdo de areas com
elevadas concentracdes desse metaloide.

A fitorremediacdo tem sido considerada uma técnica emergente e de
baixo custo para a “limpeza” de areas contaminadas por elementos tdxicos
(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). A procura por alternativas para despoluir areas
contaminadas por diferentes compostos € cada vez mais frequente. Procuram-se
identificar técnicas que apresentem eficiéncia na descontaminago, simplicidade
na execu¢do, menor tempo demandado pelo processo e menor custo. Sendo
assim, aumenta o interesse pela utilizacdo da biorremediagdo, caracterizada
como uma técnica que descontamina o solo e a agua por meio da utilizagdo de
organismos vivos, como microrganismos ¢ plantas (PIRES et al., 2003). Dentro
da biorremediagdo, a fitorremediacdo é uma das técnicas mais estudadas.
Segundo Pires et al. (2003), essa técnica envolve o emprego de plantas e sua
microbiota associada na remediacdo de areas contaminadas por elementos
toxicos.

Na fitorremediagdo, as plantas agem removendo, armazenando,
transferindo e estabilizando os metais pesados presentes nos ambientes
contaminados. A planta ideal para fitorremediagdo de ambientes contaminados
deve ser tolerante aos altos niveis do poluente sem sofrer toxicidade, acumular
grandes quantidades na parte aérea e raizes, ter alta taxa de crescimento,
produzir muita biomassa e ter sistema radicular abundante. Caso a planta seja
sensivel ao poluente, apresentando sintomas, a mesma pode ser considerada um
indicador ecoldgico da polui¢do (ANDERSON; WALTON, 1995).

Estudos revelam que as plantas que crescem sobre areas ricas em metais
pesados podem apresentar adaptacdes anatomicas e morfoldgicas em resposta ao
estresse provocado pela agdo desses. Ao mesmo tempo, essa resposta pode se

manifestar na forma de produg¢do de compostos organicos secundarios, como
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\

mecanismos de tolerdncia, conferindo a planta maior resisténcia ao estresse
(ZOCCHE, 2002).

Tendo em vista que a descontaminagdo de lugares poluidos trard uma
melhor qualidade de vida as comunidades que vivem em ambientes
contaminados com elementos toxicos e sabendo-se do risco iminente a saide dos
seres humanos, bem como a toda biodiversidade existente nesses locais, a
remediagdo dessas areas passa a ser mais que uma exigéncia legal e assume um

compromisso social que precisa ser executado.
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2 HIPOTESE

O presente estudo fundamenta-se nas seguintes hipdteses: a macrofita
aquatica Typha domingensis, ao crescer na presenga de As apresenta
mecanismos de adaptacdo e tolerancia sem sofrer prejuizos as suas funcdes
vitais. Typha domingensis ¢ uma espécie indicada como remediadora de aguas

contaminadas por As.
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3 OBJETIVOS

Verificar os efeitos do As na anatomia radicular e foliar de Typha
domingensis. Verificar os efeitos do As sobre a fotossintese, transpiragdo,

condutancia estomatica e teor de clorofila em Typha domingensis.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Macroéfitas aquaticas

Macrofitas aquaticas ou plantas aquaticas vasculares s@o aquelas cujas
partes da planta que realizam fotossintese, permanecem submersas em agua ou
flutuantes na superficie (PEDRALLI, 2003). As macréfitas aquaticas
representam uma importante comunidade em ecossistemas limnicos por
contribuirem para a diversidade bioldgica e por apresentarem elevada biomassa
e alta produtividade (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2003).

O Brasil apresenta a caracteristica de possuir lagos relativamente rasos,
possibilitando, amplamente, o dominio dessas areas por macrofitas (SETTI;
WERNECK; CHAVES, 2001). Dentre as inumeras espécies de macrofitas, com
ocorréncia nas aguas continentais brasileiras, muitas sdo excelentes
bioindicadoras da qualidade das aguas (ESTEVES, 1998). Tais espécies, por
absorverem altas concentragdes de nutrientes, vém sendo utilizadas com sucesso
na recuperacdo de rios e lagos poluidos, pois suas raizes formam uma densa rede
capaz de reter até as mais finas particulas em suspensdo, além de absorverem
substancias tdxicas provenientes do despejo industrial e doméstico
(CAMARGO; PEZZATO; HENRY-SILVA, 2003).

No Brasil, a classificagdo comumente aceita refere-se a macrofitas
emersas, flutuantes, submersas enraizadas, submersas livres e com folhas
flutuantes (POMPEO; MOSCHINI-CARLOS, 2003). Segundo Faria (2002),
quanto ao seu bidtipo, as macrdfitas aquaticas podem ser reunidas em cinco
grandes grupos ecoldgicos: macrdfitas aqudticas emersas enraizadas no
sedimento, com folhas que crescem para fora da agua. Ex: Typha domingensis
(taboa). Macrofitas aquaticas flutuantes sd3o as que flutuam livremente na

superficie da agua. Macrofitas aquaticas submersas enraizadas sdo as que
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crescem totalmente debaixo d'agua. Macrofitas aquaticas submersas livres sdo as
que permanecem flutuando debaixo d'dgua, podem se prender a peciolos e caules
de outras macrofitas. Macrofitas aquaticas com folhas flutuantes e enraizadas no
sedimento.

Em seu estudo sobre a capacidade de Lemna aequinoctialis acumular
metais pesados em aguas contaminadas por rejeitos industriais ¢ domésticos,
Pio, Souza ¢ Santana (2013) concluiram que essa espécie de macrofita tem
habilidade de absorver todos os metais pesados estudados (cromo, niquel, cobre,
ferro, zinco ¢ manganés). Com esses resultados, os autores concluiram que a
espécie de macrofita estudada pode ser indicada como espécie mitigadora de
agua contaminada por esses metais, bem como espécie bioacumuladora dos
mesmos.

Além de possuirem uma alta taxa de crescimento e ser de facil cultivo, a
diversidade ecoldgica que ocorre na rizosfera das macrofitas promove varias
reacdes quimicas e bioldgicas, capazes de aumentar a purificagdo da agua
contaminada (HADAD; MAINE; BONETTO, 2006). As macrofitas aquaticas se
mostraram eficientes também na remogao de sélidos em suspensdo, nutrientes e

substancias orgéanicas toxicas (LEWIS, 1995).
4.2 Typha domingensis Pers.

Typha domingensis Pers. pertence a uma pequena familia botanica,
Typhaceae, que engloba um unico género 7ypha, com cerca de 15 espécies. Sao
conhecidas popularmente como taboas e distribuidas em todo o mundo entre o
circulo polar Artico e o paralelo 30 no Hemisfério Sul (REITZ, 1984). Segundo
0o mesmo autor, o género ¢ representado por ervas aquaticas, paludosas, ou
lacustres, perenes, com rizoma rasteiro, abundante em amido, catafilos disticos,

caducos. Os caules eretos, simples, cilindricos, anodos, maci¢os na base, em
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geral submersos. As folhas disticas, linear-alongadas, coridceas, ou tanto
grossamente esponjosas, espiraladas e levemente tortas. Laminas com sec¢do
transversa plano-convexa, semicilindricas, ou quase plana, ou biconvexa, ou
eliptica, ou triquetra.

Em linhas gerais, 7. domingensis Pers. ¢ uma planta de 1,10 a 2,50 m de
altura, com folhas que sobrepassam, igualam ou nfo alcangam a inflorescéncia;
bainhas inferiores paulatinamente continuadas na ldmina, e as superiores mais
auriculadas; auriculas simétricas ou assimétricas; lamina de 34 a 120 cm de
comprimento por 0,5 — 1,6 cm de largura, face adaxial plana, face abaxial
suavemente convexa. Floresce e frutifica de julho a fevereiro (REITZ, 1984).
Dentre as espécies de taboas, T. domingensis ¢ a mais tolerante a agua salobra.
Nao raramente observam-se varias espécies desse género ocorrendo juntas, o
que provoca a hibridizagdo, tornando dificil a identificacdio (CORDAZZO;
SEELIGER, 1995). Sao muito frequentes em margens de lagos, reservatorios,
canais de drenagem e varzeas. Possuem importancia comercial, pois servem de
matéria- prima para a confeccdo de moveis e de celulose (KISSMANN;
GROTH, 2000).

Typha sp. sdo monocotiledoneas helofitas que apresentam seu sistema
radicular e caulinar, em contato com o solo ou agua ¢ as folhas sdo aéreas. Em
tais espécies, o desenvolvimento das raizes primarias, em geral, se d4 por um
curto periodo de tempo, sendo o sistema radicular formado pelas raizes
adventicias que se originam no caule, formando o sistema radicular fasciculado.
O caule ¢ um rizoma, e as folhas apresentam um angulo variado em relagdo ao
solo ou a 4gua, tendendo a verticalidade; sdo paralelodromas e com mesofilo
simétrico, na maioria das vezes (PIL; BOEGER, 2005).

T.domingensis apresenta uma série de caracteristicas que a qualificam
como sendo de elevado potencial para a fitorremediagdo, tais como a tolerancia

a ambientes impactados, crescimento vegetativo rapido e alta producdo de
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biomassa. As modificagdes na estrutura anatomica de suas raizes e folhas,
orgdos mais sujeitos as alteragdes ambientais a classificam como espécie
bioindicadora. Podem ser utilizadas como indicadoras da concentra¢cdo andmala
de metais pesados, como chumbo e cadmio, no sedimento e na agua (FREITAS,
2007).

O estudo de areas contaminadas por metais pesados e da capacidade de
fitorremediacdo de Typha domingensis tem sido bastante abordado. Abdel-
Ghani, Hegazy e El-Chaghaby (2009) e Hegazy, Abdel-Ghani e El-Chaghaby
(2011), mostraram que individuos de Typha domingensis que vivem em aguas
contaminados por rejeitos industriais e agricolas tém a habilidade de remover
ferro, zinco, chumbo ¢ aluminio, bem como a capacidade de acumular esses
metais em seus tecidos.

Em seu estudo de areas contaminadas por rejeitos industriais, Hadad et
al. (2010) identificaram adaptagdes morfoldgicas em 7. domingensis como
resposta a presenga dos metais niquel, ferro, manganés, zinco e cobre. A espécie
apresentou modificagdes morfologicas internas e externas, como aumento do
diametro dos vasos de metaxilema, maior acumulo de biomassa e altura das
plantas. Segundo os mesmos autores, esses resultados representam a
adaptabilidade da espécie em viver em ambientes estressantes ¢ lhe confere
maior capacidade em absorver os contaminantes e acumula-los em seus tecidos.

Mojiri (2012), ao estudar comunidades de 7. domingensis que viviam
em aguas residuais de rejeitos industriais ¢ domésticos, relatou que essa espécie
acumulou em seus tecidos radiculares, concentragdes elevadas de ferro,
manganés, zinco, niquel e cddmio, e concluiu que essa espécie pode ser indicada
como bioacumuladora desses metais e empregada como fitorremediadora dessas
aguas residuais.

Mufarrege et al. (2011) analisaram a capacidade de 7. domingensis em

sobreviver e criar adaptagdes fisioldgicas e morfologicas a ambientes de elevado
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pH e salinidade. Os resultados apresentados, permitiram concluir que 7.
domingensis possui plasticidade morfologica que permite a sua adaptacdo a
essas condigdes extremas. Embora 7. domingensis ndo seja uma espécie com
estruturas anatdmicas adaptadas para tolerar e excretar sais, ela ¢ capaz de
adaptar sua morfologia e se adaptar.

Devido a sua alta plasticidade e capacidade de adaptagdo a ambientes
estressantes, 7. domingensis pode ser empregada como espécie remediadora de
aguas e sedimentos contaminados por metais pesados e de dguas de elevados pH

e salinidade.

4.3 Contaminacio dos Ecossistemas Aquaticos por Metais Pesados

A presenca de concentragdes baixas de metais pesados nos ecossistemas
aquaticos decorre naturalmente da lenta lixiviagdo do solo e de rochas (CHANG;
WEN; WANG, 2000). Todavia, o desenvolvimento da industria e da agricultura
promoveu um rapido aumento da polui¢do ambiental, gerando altos niveis de
Hg, Cr, Pb, Cd, Cu, Zn, Ni, entre outros nos sistemas aquaticos (ZHOU et al.,
2008).

Segundo Zhou et al. (2008), quando esses elementos encontram-se
disponiveis no ambiente, sdo absorvidos pelas plantas e incorporados aos demais
organismos do ambiente aqudtico, principalmente pela alimentagdo,
acumulando-se ao longo da cadeia trofica. Os danos causados pela
bioacumulagdo dos metais pesados, ao longo da cadeia trofica sdo muitos, entre
eles a morte de organismos planctonicos e a diminuicdo de populagdes de
consumidores primdrios e secundarios, como peixes e aves. Além disso, as
plantas, quando expostas a contaminagdo por metais pesados, podem apresentar
danos morfologicos e fisioldgicos (KARENLAMPI et al., 2000), que prejudicam

0 seu crescimento e desenvolvimento.
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A contaminagdo de ambientes aquaticos por arsénio tem origem por
meio da acdo antrdpica ou pela liberagdo de altos niveis desse elemento por
processos naturais. Os niveis de As originados por processos naturais s2o
provenientes da lixiviagdo de residuos minerais liberados pela acdo do
intemperismo de rochas magmaticas e sedimentares (MELO et al., 2009).

Entre as fontes de contaminag¢@o, destacam-se aquelas ocasionadas pela
atividade humana, via aplicagdo de produtos agricolas ou de rejeitos de
minera¢do (MELO et al., 2009).

A toxidade do As em plantas pode resultar em interrupcdo do fluxo
energético entre as células, por esse elemento competir com o elemento fosforo
(P), devido as suas semelhangcas quimicas (KABATA-PENDIAS;
MUKHERIJEE, 2007).

O arsénio (As) ¢ um elemento classificado no grupo V da Tabela
Periddica, juntamente com nitrogénio, fosforo, antiménio e bismuto. E
classificado com metaloide ou semimetal, porque, em muitas situagdes,
comporta-se como um ametal. A oxida¢do do As elementar (0) pode resultar em
arsenato (+5), arsenito (+3) e arsina (-3) (SIMON et al., 1999).

As formas inorganicas do As s3o consideradas mais toxicas do que as
formas orgénicas ou metiladas, como o0 MMA (4cido monometilarsénico) e o
DMA (4cido dimetilarsénico), por exemplo (MELO, 2006). Em solugdo, os
estados de oxidagdo mais frequentemente encontrados sdo o As (III) e 0 As (V),
que ocorrem como acido arsenioso (H,AsOy ; HAsO42'), respectivamente, essas
podem ser convertidas para formas organicas através da acdo de microrganismos
(O’NEIL, 1995).

O As ¢ téxico para animais, plantas e seres humanos (WANG et al.,
2010), havendo grande risco para saude publica nas regides em que esse
metaloide encontra-se em altas concentragdes, devido a possibilidade de entrada

na cadeia alimentar. Estudos tém demonstrado que a ingestdo de Aagua
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contaminada e o consumo de alimentos irrigados com agua contendo As, s@o as
principais vias de contaminacdo por esse metaloide (KILE et al., 2007).
Dessa forma, técnicas que visam a descontaminagdo destes ambientes

tornam-se essenciais para a saude publica e a seguranga alimentar.

4.4 A Fitorremediacao

Como a evolugdo das tecnologias vem se direcionando para solugdes
cada vez mais naturais, ja hd um reconhecimento comprovado de que o processo
de atenuagdo natural, como a fitorremediagdo, pode contribuir de forma
significativa no controle de contaminac¢do do solo e das aguas, além de ser
economicamente mais vidvel que as outras tecnologias empregadas. A
fitorremediagdo possui também, como importante caracteristica, sua grande
versatilidade, podendo ser utilizada para remediacdo do meio aquatico, ar ou
solo, com variantes que dependem dos objetivos a serem atingidos (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2000).

A remediacdo de areas contaminadas ¢ uma exigéncia legal e um
compromisso social que precisam ser executados, criando demandas
tecnologicas, oportunidades de pesquisa cientifica e possibilidades de negocios
(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

De acordo com os estudos de Davis et al. (2002) na fitorremediagao, os
vegetais podem atuar de forma direta ou indireta na redugdo e/ou remocdo dos
contaminantes. Na remediagdo direta, os compostos sdo absorvidos e
acumulados ou metabolizados nos tecidos, através da mineralizacdo dos
mesmos. Na forma indireta, os vegetais extraem contaminantes das aguas
subterraneas, reduzindo assim a fonte de contaminacéo ou quando a presenca de
plantas propicia meio favoravel ao aumento da atividade microbiana, que

degrada o contaminante. Os mecanismos de fitorremediacdo considerados
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diretos subdividem-se em fitoextragao, fitotransformacéo e fitovolatilizacdo, e os
mecanismos indiretos em fitoestabilizagao e fitoestimulagao.

O mecanismo de fitoextragdo refere-se a capacidade da planta em
absorver o contaminante do solo, armazena-lo em suas raizes ou em outros
tecidos (folhas e caules), facilitando posteriormente seu descarte. Durante o
processo de fitotransformagéo, a planta absorve o contaminante da agua e do
solo fazendo a sua bioconversdo, no seu interior ou em sua superficie, para
formas menos toxicas. E empregado, principalmente, na remedia¢do de
compostos organicos (DAVIS et al., 2002).

A Fitovolatilizacdo acontece quando a planta, apos absorver os
contaminantes provenientes do solo ou da agua, converte-os para formas
volateis, sendo posteriormente liberados na atmosfera. A volatilizacdo pode
ocorrer pela biodegradac@o na rizosfera ou apos a passagem na propria planta e,
dependendo da atua¢do ou ndo dos processos metabodlicos, a liberagdo do
contaminante para a atmosfera pode ocorrer na forma original ou transformada
(DAVIS et al., 2002).

No mecanismo indireto de fitoestimulagdo / rizodegradag¢do a planta
estimula a biodegradag@o microbiana dos contaminantes presentes no solo ou na
agua, através de exsudados radiculares, fornecimento de tecidos vegetais como
fonte de energia, sombreamento e aumento da umidade do solo, favorecendo as
condi¢gdes ambientais para o desenvolvimento dos microorganismos (DAVIS et
al., 2002).

Fitoestabilizagdo ¢ o mecanismo que refere-se a capacidade que algumas
plantas possuem em reduzir a mobilidade e a migra¢do dos contaminantes
presentes no solo, seja através da imobilizacdo, lignificacdo ou humidificagdo
dos poluentes nos seus tecidos vegetais. Os contaminantes permanecem no local.

A vegetacdo e o solo podem necessitar de um longo tempo de manutengdo para
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impedir a liberagdo dos contaminantes e uma futura lixiviagdo dos mesmos, ao

longo do perfil do solo (DAVIS et al., 2002).

4.5 Adaptacdes morfolégicas, anatomicas e fisiologias de espécies

submetidas a estresse

A plasticidade fenotipica retrata a habilidade de um organismo alterar
sua fisiologia e/ou morfologia em decorréncia de sua interagdo com o ambiente
(SCHEINER, 1993). Espécies com grande potencial para plasticidade, em
caracteres ligados a sobrevivéncia, apresentam vantagens adaptativas em
ambientes instdveis, heterogéneos ou de transi¢do, visto que as mudangas
produzidas podem facilitar a explora¢do de novos nichos, resultando no aumento
da tolerancia ambiental (VIA et al., 1995).

Exemplos classicos de plasticidade fenotipica descrevem variagdes na
forma e tamanho de folhas em plantas terrestres e heterofilia em folhas adreas e

submersas de espécies aquaticas (BRADSHAW, 1965).

Em ambientes xéricos, como a caatinga no Brasil, as plantas sdo
adaptadas a sobreviverem em um ambiente de alta incidéncia de radiagdo
luminosa, baixa umidade, elevadas temperaturas e chuvas escassas. Para tanto,
as espécies de caatinga apresentam adaptacdes morfoldgicas e/ou fisiologicas
que possibilitam a sobrevivéncia nessas determinadas condigdes e evitam a
perda excessiva de agua. Dentre essas, pode-se destacar o mecanismo de
fechamento estomatico, a redugdo da area foliar, a senescéncia e a caducifolia
(SANTOS; CARLESSO, 1998), bem como o ajustamento osmotico
(NOGUEIRA, 1997).

A presenca de grandes volumes gasosos intercelulares no parénquima
cortical da raiz tem sido observada em espécies adaptadas a locais inundados.

Esses volumes gasosos facilitam o transporte de oxigénio da parte aérea para a



27

raiz e reduzem a hipoxia nas raizes, principal causa de disturbios fisioldgicos
que podem ocorrer em plantas de locais inundados (BACANAMWO;
PURCELL, 1999).

No vegetal, os metais pesados desencadeiam respostas fisiologicas e
alteracdes em niveis estruturais e ultraestruturais, como a danificac¢do de lipideos
de membrana, proteinas, pigmentos e acidos nucléicos (WOJCIK et al., 2005).
As plantas, ao serem expostas aos metais pesados, além das alteragdes
fisiologicas, apresentam também modificagdes morfoldgicas e anatomicas.
Sridhar, Han e Monts (2005) observaram a redugdo no tamanho das células do
parénquima palicadico e da epiderme foliar de Brassica juncea, cultivadas em
solo contaminado com Zn e Cd. A formac¢do de espacos intercelulares no cortex
radicular de Thilaspi caerulescens, devido a degeneracdo de células, bem como
pela morte celular induzida por Cd foi verificado por Wojcik et al. (2005).
Alguns estudos tém mostrado alteragdes na arquitetura e estrutura de raiz,
induzida por uma variedade de condigdes estressantes, tais como salinidade e
metais pesados (LUX et al., 2004).

Segundo Farnese et al. (2014), em plantas de Pistia stratiotes expostas
ao As, forma-se uma zona de abscisdo no eixo de inser¢do da raiz na haste, o que
resulta em perda radicular. Tal processo pode ser um mecanismo de defesa dessa
planta para evitar a absor¢do do As e consequentemente, danos devidos ao efeito
toxico do elemento.

Tornam-se necessarios estudos sobre o efeito de condig¢des estressantes
em plantas na capacidade plastica das mesmas, como meio de avaliar e elucidar
possiveis mecanismos de tolerdncia a determinados ambientes e elementos

toxicos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtenc¢ao do material

Foram coletadas plantas de Typha domingensis Pers., em uma lagoa
livre de fontes aparentes de contaminagdo por As, localizada na Represa de
Furnas, em Alfenas. Apds a coleta, as plantas foram lavadas e selecionadas
quanto a sua qualidade fitossanitaria e por uniformidade de tamanho. Em
seguida, levadas para casa de vegetacdo, no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em solugio nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% da forca ionica total para

adaptac@o experimental.

5.2 Instalacdo do Experimento

As plantas filhas, uniformizadas quanto ao tamanho, foram transferidas
para baldes plasticos, com capacidade para 6,0 L. Cada balde contendo 6,0 L de
solugdo nutritiva de Hoagland ¢ Arnon (1950), como descrita para a
aclimatizacdo com concentragdes de arsénio, na forma de Na,AsHO4.7H,0. Os
valores das concentra¢des de As (Tabela 1) utilizados foram obtidos com base
no valor maximo permitido (VMP), para langamento de efluentes em corpos
d’agua doce, segundo as Resolugdoes CONAMA 357/2005 e 430/2011 (BRASIL
2005, 2011). O experimento teve duracdo de 60 dias, em delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e cinco repeti¢des. A parcela

experimental constituiu-se de uma planta por balde.
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Tabela 1 Concentracdes As utilizadas no experimento

Tratamento Concentragdes de As (mg L)
T1 (controle) 0,0
T2 0,25
T3 0,50
T4 1,00
T5 2,00
T6 4,00

5.3 Método para analisar concentracio de clorofila

As analises para medir a concentracdo de clorofila nas folhas foram
feitas pelo medidor portatil de clorofila SPAD-502 (Konica Minolta, Tokyo,
Japan). Foram analisadas 3 folhas por repeticdo, cada uma das folhas foram
analisadas em 3 campos diferentes,sendo o total de cinco repeticdes por

tratamento.

5.4 Método para analise da taxa fotossintética

Apds um periodo de 60 dias, as caracteristicas de trocas gasosas das
plantas foram avaliadas com analisador de trocas gasosas por infravermelho
(IRGA) modelo LI-6400. Foram avaliadas a condutincia estomatica (g;), a taxa
transpiratéria (E), a taxa fotossintética (A). Para a avaliacdo dessas variaveis,
foram selecionadas duas folhas jovens completamente expandidas em cada
repeticdo, a partir das O08h, sendo que a densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos foi fixada na cAmara do aparelho para 1.000 pmol m™

-1
S .
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5.5 Método para analise anatomica dos tecidos das folhas e raizes

Ao final dos 60 dias de experimentagdo, foram coletadas folhas e raizes
de cinco plantas por tratamento, lavadas em &4gua corrente e fixadas em
F.A.A.70% - (formaldeido, 4cido acético glacial p.a. e etanol 70%, na propor¢ao
de 0,5: 0,5: 9), por um periodo de 72 horas e posteriormente conservadas em
etanol 70% (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Foram realizadas sec¢des paradérmicas e transversais da folha e sec¢des
transversais da raiz. As sec¢des paradérmicas das faces abaxial e adaxial foram
obtidas com o auxilio de laminas de aco, clarificadas em solu¢do de hipoclorito
de sédio 50%, lavadas em agua destilada e coradas com solugdo de safranina
1,0% (JOHANSEN, 1940).

As secgoes transversais da folha foram retiradas da regido mediana e as
seccdes transversais da raiz foram removidas a 2 cm do apice radicular. Para
confecgdo das laminas permanentes, as amostras foram desidratadas em série
etilica, infiltradas e incluidas em hidroxietil-metacrilato Leica®. As seccdes
foram obtidas através de micrétomo rotativo semiautomatico, coradas com azul
de toluidina 0,5 % (O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964) ¢ montadas em
balsamo do Canada.

As laminas foram fotografadas em cdmera Moticam 2500 acoplada ao
microscopio modelo Olympus CX41 e em estereomicroscopio, modelo Nikon
SMZ 1500. As analises foram realizadas no software de analise de imagens
Image J.

Nas laminas de raiz foram observados: area total de aerénquima;
propor¢ao da area do cilindro vascular em relagéo a area total da raiz; propor¢ao
da area do cortex em relacdo a area total da raiz; espessura do cortex; espessura
do metaxilema; circunferéncia total da raiz; circunferéncia do cilindro vascular;

propor¢ao entre a circunferéncia do cilindro vascular e a circunferéncia total;
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espessura da epiderme; area do aerénquima; proporcdo entre a area do
aerénquima e da area do cortex. Nas laminas de folha foram avaliadas: espessura
do mesofilo, area total da folha, area total do aerénquima, propor¢ao entre a area
do aerénquima e area total; numero de estomatos, numero de células
epidérmicas, didmetro polar e equatorial dos estomatos de ambas as faces. A
avaliacdo da densidade estomatica, indice estomatico ¢ funcionalidade
estomatica foram realizados em laminas de cortes paradérmicos, retiradas das
superficies adaxial e abaxial das folhas e calculados segundo Castro, Pereira e
Paiva (2009).

5.6 Analise Estatistica

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos de As, com cinco repeticdes. Os dados foram primeiramente
testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk e, em seguida,
submetidos a analise de variancia e a comparagdo das médias pelo teste de Scott-
Knott, para p< 0,05 ou regressdo, com auxilio do software estatistico Sisvar

(FERREIRA, 2007).

5.7 Descarte do material

Ap0s o periodo experimental, os materiais contaminados com os metais,
bem como as solu¢des nutritivas contaminadas, foram encaminhados para o
descarte de residuos toxicos da UFLA, tendo ali o descarte final devido dos
residuos quimicos, impedindo que os mesmos apresentem periculosidade a

saude e contaminem o ambiente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a presenca de arsénio (As) alterou de forma significativa a
intensidade de verde nas folhas de 7. domingensis. A partir da concentragdo de
0,50 mg L (Tabela 2), a intensidade de verde foi menor. Esse resultado pode
ser justificado, pois, o arsénio compete com o fosforo, que é constituinte da
molécula de ATP. O As absorvido ¢ transportado livre através da planta,
substituindo o fosforo na fosforilagdo oxidativa, restringindo, assim, a produgao
de ATP, ou podendo ativar o processo de degradacdo dessas moléculas
(GUSMAN et al., 2013). Sem energia suficiente, a biossintese da molécula de
clorofila pode ter sido perturbada.

Segundo Fazelian, Asrar e Kalantari (2012), o As pode ocasionar
disturbios na sintese de clorofila, bem como promover a degradacdo desse
pigmento, resultando na alta incidéncia de clorose em folhas de plantas expostas
a esse metaloide.

Segundo Schoefs ¢ Bertrand (2005), o acumulo de arsénio também ¢
capaz de interferir na biossintese de clorofila através da inducdo da deficiéncia
de ferro (Fe) ou da inibi¢do do processo.

Quando o arsénio ¢ absorvido pelas plantas, ele continuara a competir
com o fosforo pelos mesmos sitios de ligagdo, afetando o metabolismo vegetal,
comprometendo a producdo de fosfatos-agucares e de metabdlitos intermedidrios
da respira¢do e da fotossintese; alterando os fosfolipideos que compdem as
membranas vegetais, incluindo as dos cloroplastos, e danificando as moléculas
de ATP, DNA e RNA (TAIZ; ZEIGER, 1991).

O estresse ocasionado pelo As perturba a homeostase redox das células,
ocasionando a rapida formagdo de ROS, tais como O," e H,0,, que ocasionam
danos as proteinas, acidos nucléicos, clorofila e lipideos de membrana, o que

pode estar ligado a diminuicdo de moléculas de clorofila, pois essas sdo
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degradadas juntamente com a membrana dos cloroplastos (MISHRA; JHA;
DUBEY, 2011).

O As ¢ um elemento que € facilmente translocado para a parte aérea,
como verificado no estudo com Pistia stratiotes ,em presenga desse metaloide
(OLIVEIRA, 2010), podendo afetar o processo fotossintético por estar
diretamente afetando o 6rgo responsavel por este processo.

Melo et al. (2009), em seu estudo também encontraram concentragdes
elevadas de arsénio, comparadas com a faixa considerada normal, em folhas de
aveia, azevém e amendoim.

Pode ser sugerido sobre o presente estudo que a presenca de As nas

plantas afeta a sintese de clorofila, bem como a sua degradagio.

Tabela2 Teor de clorofila em folhas de 7. domingensis submetidas a
concentragdes crescentes de arsénio

As (Mg L™ Clorofila (UNIDADE SPAD)
0,00 60,87
0,25 56,70°
0,50 45,63b
1,00 44.,92b
2,00 44.66b
4,00 44,38b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott 5%).

As analises da taxa fotossintética mostraram-se inalteradas a medida que
as concentragdes de arsénio aumentaram (Tabela 3). Esses resultados mostram

que a reducgdo do teor de clorofila ndo ocasionou um decréscimo da fotossintese.



Tabela 3 Trocas gasosas de folhas de 7. domingensis submetidas a concentracdes crescentes de arsénio

As (Mg L™) Fotossintese(umol oz m-2s-1) Cond.Est (utmol j10 5. Transpira¢do (mmol 110 m.s.')
0,00 21,9055* 0,8088¢ 6,4711d

0,25 21,1355¢ 0,6344c¢ 6,6100d

0,50 23,2566" 0,6655¢ 7,7422¢

1,00 23,6400° 0,7588¢ 8,8855b

2,00 26,8644* 0,892b 9,9088b

4,00 23,5533* 1,0700* 11,0155a

As médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si (Scott-Knott 5%).

143
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O efeito toxico do arsénio no processo fotossintético pode ocorrer nas
fases fotoquimica, bioquimica ou em ambas (NASCIMENTO, 2007). A redugio
da taxa fotossintética, resultante da exposi¢ao da planta ao As, ¢ considerada um
dos mais prejudiciais efeitos desse metaldide, por induzir a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SILVA, 2008). Entretanto, essa redu¢cdo ndo foi
evidenciada no presente estudo, assim como no estudo de Pereira (2010), com
Eichhornia crassipes. Os referidos autores mostraram que, quando essas plantas
foram submetidas ao tratamento com As, os valores da taxa fotossintética liquida
também ndo foram prejudicados na presenca desse metaloide.

As plantas, quando sujeitas a estresses ambientais (elevada salinidade,
déficit hidrico, luz intensa, temperaturas extremas, metais pesados, herbicida e
deficiéncia mineral), tém o balango entre a produ¢do de EROs e atividade de
antioxidantes aumentada, resultando em prejuizos oxidativos (SPYCHALLA;
DESBOROUG, 1990).

O O, é a primeira ROS a ser formada na célula, podendo diretamente
ou por meio de mecanismos enzimaticos gerarem outras ROS (SHARMA,
2012). Assim, para remover o O,  , as plantas expostas ao As geralmente
apresentam aumento na atividade da SOD e maior expressdo de suas isoformas
(MISHRA; JHA; DUBEY, 2011).

A reducdo dos teores relativos de clorofila ndo foi capaz de alterar de
forma negativa a fotossintese liquida de 7. domingensis. A espécie estudada nio
teve, portanto, a fotossintese alterada pelo arsénio, ou se teve, apresentou
mecanismos de reparo eficientes, que possibilitaram a ela manter a sua
fotossintese em condicdes ideais para sobrevivéncia em ambientes contaminados
por As.

Os resultados obtidos para a condutincia estomatica e transpiracio
(Tabela 3) apresentaram maiores valores, a partir das concentragdes 2,00 mg L™

e 0,50 mg L', respectivamente. Esse progressivo aumento nos valores da
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condutancia estomatica e da transpirac¢do indica que houve maior fluxo de CO,,
dgua e nutrientes para o interior das folhas. Segundo Silva (2008), efeitos toxicos
do As podem interferir na etapa fotoquimica da fotossintese, alterando o
transporte de elétrons, resultando em mudangas na formagdo do poder redutor
(NADPH) e de ATP, e/ou de promover um aumento na emissao de fluorescéncia
ou libera¢@o de energia na forma de calor.

Gusman et al. (2013), relatam em seu estudo com Lactuca sativa L.,
cultivada em presenca de As, que esse metaloide foi responsavel pela
diminuicdo da fotossintese, condutdncia estomatica e transpiracdo. Esses
resultados foram obtidos, provavelmente devido aos efeitos do As sobre o
processo de abertura ¢ fechamento dos estomatos (NASCIMENTO, 2007).

Efeitos deletérios do As sobre a fotossintese, condutincia estomatica e
transpira¢do ndo foram observados no presente estudo. Embora o aumento da
transpira¢do possa ser um fator limitante para plantas que vivem em ambientes
com menor disponibilidade hidrica, para espécies aquaticas, como T.
domingensis, passa a ndo ser um fator limitante, ou mesmo passa a ser um fator
favoravel, pois aumenta o fluxo de agua para a planta e consequentemente,
aumento o fluxo de nutrientes. Sendo assim, a presenga de arsénio ndo causou
perturbacdo aparente ao processo fotossintético de 7. domingensis.

Os valores obtidos para a densidade estomatica abaxial mantiveram-se
equiparados as plantas controle, com um significativo aumento nas plantas
submetidas as concentragdes de 0,25 mg L™ e 1,00 mg L. Os resultados obtidos
revelaram que o numero de estdmatos por area e a densidade, ndo tiveram o
mesmo comportamento ao que ¢ esperado e ja relatado na literatura sobre
plantas submetidas a estresse, os quais mostram um aumento na densidade de
estomatos (Tabela 4). Os valores obtidos para o IE (Indice Estomatico)

aumentaram em concentragdes maiores de As, sendo que o primeiro aumento foi



37

registrado a partir de 0,50 mg L', registrando um pequeno decréscimo na

concentragdo 2,00 mg L™

Tabela 4 Caracteristicas anatomicas de folhas de 7. domingensis, em secgio

paradérmica sob concentragdes crescentes de arsénio (mg L)

As (mg L") DEN (E/mm?) IE (%) FUN
ABAXIAL
0,00 108,1400¢ 17,4573b 1,0380 a
0,25 115,6033b 15,7960b 1,0015 a
0,50 108,2866¢ 17,2473 1,0380 a
1,00 126,1376a 19,2753% 0,9975 a
2,00 104,9210c 15,2406b 1,0640 a
4,00 97,6043¢ 18,6223a 1,0280 a
ADAXIAL
0,00 119,7000a 12,6260b 0,9275 a
0,25 123,7963a 14,7946a 0,9625 a
0,50 104,1886b 13,8340a 0,9650 a
1,00 121,0166a 15,0093a 0,9990 a
2,00 104,1893b 12,4966b 1,0215a
4,00 99,3603b 13,0956 b 1,0245 a

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott 5%).
DEN= densidade estomatica (estomato por mm? de folha), IE= indice estomatico, FUN=
funcionalidade estomatica.

Os resultados obtidos para a face adaxial indicaram que os valores de

densidade estomatica tenderam a queda, sendo que, nas concentragdes 0,25 mg

L' e 1,00 mg L' os resultados sdo mais préximos aos valores das plantas

controle (Tabela 4). Para os valores de IE, que é a relacdo entre o nimero de

estomatos e o numero de células epidérmicas, que permite obter informagdes

sobre a diferenciag@o celular, houve aumento a medida que as concentragdes de

As aumentaram, sendo que as concentragdes 2,00 mg L' e 4,00 mg L’

registraram o menor aumento comparado as plantas controle (Tabela 4). Pereira

(2010) verificou que plantas de aguapé, submetidas a estresse por As

apresentaram aumento em seus valores de densidade estomatica.
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A funcionalidade estomdtica manteve-se inalterada nas plantas
submetidas ao estresse por As (Tabela 4), sendo os valores equiparados aos
valores apresentados pelas plantas controle. Segundo Rocha (2005), a relagao
entre os didmetros polar e equatorial (funcionalidade) fornece um bom
indicativo do formato dos estdmatos, na medida em que, quanto maior essa
relacdo mais elipsoide ¢ o formato do estomato, e maior a sua funcionalidade.
Esse resultado indica que o As ndo foi teve efeitos deletérios no funcionamento
dos estomatos de 7. domingensis, corroborando os resultados da fotossintese,
que se mantiveram sem prejuizos na presenca do metaloide.

Em relagdo aos aspectos anatomicos das folhas de T. domingensis,
observou-se no presente estudo que, em secc¢do transversal, o limbo apresenta
epiderme uniestratificada (Figuras 2), o mesofilo apresenta parénquima
palicadico adjacente a epiderme, formado por trés a quatro camadas de células
alongadas, justapostas (Figuras 2). Esse parénquima ¢ interrompido por feixes
subepidérmicos de fibras de paredes muito espessas, ¢ lume reduzido e pequenos
feixes vasculares colaterais uniformemente distribuidos por ambas as faces

(Figuras 2).



Figura 1
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Seccdo transversal da face abaxial de folhas de 7. domingensis,
submetidas a concentragdes crescentes de As. Com evidéncia nas
fotos, os tecidos epidérmicos, parenquimaticos e feixe vascular
(xilema/floema). A: controle; B: Concentragio 0,25 mg L-'; C:
Concentragdo 0,50 mg L-'; D: Concentragdo 1,00 mg L-'; E: Concentragio
2,00 mg L—l; F: Concentragdo 4,00 mg L-L.
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Figura 2 Secgfo transversal adaxial de folhas de 7. domingensis, submetidas a
concentragdes crescentes de As. Com evidéncia os tecidos
epidérmicos, parenquimaticos e feixe vascular (xilema/floema). A:
Controle; B: 0,25 mg L-'; C: 0,50 mg L-'; D:1,00 mg L-'; E: 2,00 mg L-'; F:
4,00 mg L-'
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Tabela 5 Caracteristica foliar em secgdo transversal de 7. domingensis, sob
concentragdes crescentes de arsénio (mg L)

As(mgL") AE (%) EP ABA(um) EP ADA(um) PP ABA(um) PP ADA(um)

0,00 82,93b  12,0206b 11,7080¢ 66,2140a 63,9998b
0,25 84,04b  12,8998b 13,2027b 72,4587a 72,7281a
0,50 90,68a  12,4562b 11,5432¢ 72,5199 70,4444
1,00 9123a  12,8993b 12,9628b 34,4566¢ 73,4245a
2,00 8577b 15,0479 14,2644a 52,9319b 70,9446a
4,00 9028a  12,0207b 11,5397¢ 68.4018a 65,5971b

As médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Scott-Knott). AE=
aerénquima; EP ABA= epiderme abaxial; EP ADA= epiderme adaxial, PP ABA=
parénquima palicadico abaxial; PP ADA= parénquima pali¢adico adaxial.

Os resultados obtidos para a espessura da epiderme abaxial mostraram
que esse tecido ndo sofreu alteragdes de sua espessura em presenga do As. Os
valores das espessuras nas plantas submetidas a presenca do metaloide
mantiveram-se equiparados aos valores das plantas controle, sendo que apenas
na concentragio 2 mg L-' um relativo aumento na espessura foi registrado
(Tabela 5). Os resultados das espessuras das epidermes da face adaxial
mostraram que houve tendéncia em aumentar a espessura da epiderme a medida
que as concentracdes de As aumentaram. Esse aumento ja é detectado a partir
da segunda concentragdo (0,25 mg L™ ) (Tabela 5).

O parénquima pali¢adico da face abaxial mostrou variagdo em sua
espessura nas concentracdes de 1,00 mg L™ e 2,00 mg L, apresentando os
menores valores (Tabela 5). Nas demais concentragdes, os valores ndo variaram
estatisticamente entre si ¢ nem entre as plantas-controle. J& os valores de
parénquima pali¢ddico da face adaxial, tiveram seus valores aumentados ja a
partir da primeira concentragdo de As (0,25 mg L"'). Pode-se dizer que a
espessura desse tecido tende a aumentar em presenga do As.

Os resultados obtidos para a propor¢do de camaras de aerénquima em

folhas de 7. domingensis mostraram que essa propor¢do aumenta juntamente
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com as concentragdes de As. As camaras de ar de 7. domingensis assumem a sua
principal func¢do, que ¢ a de armazenar gases no interior da planta, como CO, e
0,, a fim de suprir a demanda de consumo dos mesmos, dentro da planta.

Em macroéfitas aquaticas com estruturas fotossintetizantes verticais, que
formam grandes adensamentos populacionais, a disposi¢do dos tecidos
clorofilianos ¢é crucial para a manutengdo das taxas fotossintéticas (DE LUCIA
et al., 1991). A forma das células, compactagdo, posi¢do de cloroplastos e das
células clorofilianas s3o elementos importantes na manutencdo da atividade
fotossintética (NOBEL, 1991). Em folhas verticais de Typha dominguesis, a
distribui¢do equivalente de estomatos nas duas faces da folha, resulta no
aumento do suplemento de CO,, tanto para as células do mesofilo quanto para as
células parenquimaticas que delimitam as cAmaras (BOEGER; PIL; BELEM
FILHO, 2007).

Baseado nisso, pode-se inferir que o maior espessamento do parénquima
palicadico, da epiderme da face adaxial e da propor¢io de cAmaras de
aerénquima das plantas submetidas ao As favoreceram maior fluxo de CO, e O,
para as folhas, de forma que essas modificacdes favoreceram condicdes ideais a
fotossintese e a demanda de O, para os érgdos submersos fica assegurada.

Na raiz de 7. domingensis, em secc¢do transversal (Figura 3), observa-se
epiderme uniestratificada, abaixo da qual ocorrem de 4 a 5 camadas continuas de
células da exoderme. O cortex ¢ quase todo ocupado por aerénquima disposto
radialmente. Duas camadas continuas de células corticais se dispdem ao redor da
endoderme (Figura 4 ). O cilindro vascular apresenta periciclo com uma camada
de células,os elementos de vaso do metaxilema sdo de grande didmetro e a
medula com células esclerificadas. A endoderme apresentou espessamento bem
definido, envolvendo o cilindro central densamente preenchido por elementos de

vaso.
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Figura3 A-F Secco transversal de raiz de Typha domingensis. Em evidéncia
a epiderme, exoderme, cortex. A- Controle; B- 0,25 mg L™'; C- 0,50 mg
L"'; D- 1,00 mg L"; E- 2,00 mg L'; F- 4,00 mg L

Nos resultados obtidos para a propor¢do de aerénquima nas raizes é
possivel verificar que houve aumento dessas propor¢des nas plantas submetidas

as concentragdes de As (Tabela 6).
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Tabela 6 Caracteristicas anatdmicas em corte transversal de raizes de 7.
domingensis, submetidas a concentragdes crescentes de As

As(MgL")  AE(%) Ep(pm) Ed (um)  Ex(um)  Cx(um) Mx(pm)

0,00 4755b  89012a  10,7917b 71,0860  620,8452b  40,1262¢
0,25 60,99a  93564a  10,1690b 102,841d  539,5856d  46,4582b
0,50 60,05a  89525a  9,7352c  94,3290d 4203094e  39,0120c
1,00 4220b  82962b  9,6200c  123,608b  569.4822¢  30,0890d
2,00 6246a  57124¢  134647a 112,762c  633,0608b  49,7487a
4,00 4351b  6,0207c  8,8692d 147,708a 679,3853a  38,5547c

As médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si (Scott-Knott 5%).
AE= aerénquima; Ep= epiderme; Ed = endoderme; Ex = exoderme; Cx= cortex; Mx=
metaxilema;

Os resultados para as medidas de aerénquima radicular relacionam-se
aos valores de aerénquima apresentados nas folhas e ao que foi dito
anteriormente sobre o fluxo de gases internos na planta. Para as menores
propor¢des de aerénquima encontradas na raiz (Tabela 6), temos a maior
propor¢do de aerénquima encontrada nas folhas (Tabela 5), que sfo nas
concentragdes 1,00 mg L' e 4,00 mg L. Os resultados obtidos apontam que o
As pode interferir na formacdo das cdmaras de ar dentro da planta, e que o
aumento das propor¢des de aerénquima pode ser uma resposta adaptativa de 7.
domingensis a contaminacio pelo metaloide. A maior propor¢do de aerénquima
estda diretamente ligada ao maior armazenamento de gases relacionados a
fotossintese dentro da planta. Dessa forma, a maior propor¢do de aerénquima
encontrada pode estar relacionada a fatores de adaptacdo de 7. domingensis,
visando a manter os niveis de fotossintese normais na presenga do As.

A espessura da epiderme da raiz diminuiu a medida que as
concentragdes de As aumentaram (Tabela 6). Esses resultados mostram que a
epiderme, primeiro tecido a entrar em contato com o As, sofreu modificagdes em
sua estrutura, em decorréncia da presenga desse metaloide. Oliveira (2010)

mostrou que, em presenca de caddmio, a espessura da epiderme de Pistia
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stratiotes ndo sofreu efeitos deletérios, mas que, em presenca de maior
concentragdo desse metal, a espessura da epiderme foi superior, quando
comparada aos demais tratamentos. Pereira (2010) também nao relatou prejuizos
na espessura da epiderme radicular de plantas de aguapé, quando essas foram
submetidas as concentragdes de As.

Os resultados para a espessura da endoderme indicaram que ha uma
tendéncia de diminui¢@o desse tecido em presenca de As (Tabela 6). A literatura
relata que, em condigdes de estresse por metal pesado, a espessura da endoderme
tende a aumentar, funcionando como uma barreira apopléstica, impedindo que
os ions metalicos alcancem outros o6rgaos da planta (GOMES et al., 2011).

Em contrapartida, os resultados da espessura de exoderme (Tabela 6),
mostraram que esse tecido aumentou sua espessura, a medida que as
concentragdes de As aumentaram. A exoderme das raizes das plantas representa
uma barreira apoplastica, com resisténcia variavel ao fluxo radial de agua e
solutos e contribui de forma essencial para a resisténcia da planta a condigdes de
estresse ambiental (HOSE et al., 2001).

Embora registrados menores valores para a espessura da endoderme a
medida que as concentracdes de As aumentaram, os valores obtidos para a
espessura da exoderme so relevantes para se poder inferir que esse tecido foi a
principal barreira apoplastica da planta, a fim de impedir que o As atingisse as
folhas e, consequentemente, evitar maiores danos ao metabolismo do vegetal,
como também, danos a fotossintese. Pode-se dizer também que exoderme e
endoderme trabalham juntas na protecdo da planta contra o estresse por As.
Pode-se inferir 7. domingensis apresenta mecanismos de defesa compensatdrios,
pois, na concentragio de 2,00 mg L™ (Tabela 6) o valor obtido de espessura da
exoderme é o menor dentre as concentragdes de As, enquanto que o valor de

espessura da endoderme foi o maior valor registrado dentre as concentragdes.
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Para os resultados obtidos para a espessura do cortex (Tabela 6),
observa-se que houve um decréscimo nas trés primeiras concentracdes e
aumento registrado nas duas ultimas concentracdes. Esses valores ndo se
mostraram completamente claros em relacdo a presengca de As, no entanto,
Oliveira (2013), sugere que a presenca de As induz o crescimento da area do
cortex, a fim de aumentar o nimero de células corticais para que o metaloide
possa ser compartimentalizado e imobilizado nessas células. Essa resposta ao
estresse impede que o As alcance os Orgldos aéreos, sendo essa, uma
caracteristica de plantas acumuladoras de metais.

Os didmetros dos vasos de xilema obtiveram seus menores valores nas
concentragdes 1,00 mg L' e 400 mg L' e 0,50 mg L' (Tabela 6),
respectivamente, € os maiores valores para as concentracdes 2,00 mg L'e025
mg L. H4 uma evidéncia de que o arsénio tenha afetado o didmetro dos vasos
de xilema, porém n3o hd uma relagdio muito clara com o aumento das
concentragdes. Ao passo que a quantidade de metaxilema no cilindro vascular
aumentou, qualitativamente, em relagdo a planta controle. O aumento do
diametro dos vasos de xilema pode também ser relacionado ao maior fluxo de
agua para dentro da planta, fato esse que pode ser relacionado a maior taxa
transpiratdria apresentada por 7. domingensis, em presenca do As.

Mufarrege et al. (2011), mostraram que a quantidade de vasos de
metaxilema, foi consideravelmente maior em plantas de 7. domingensis, que
viviam sob condigdes de estresse salino.

Hadad et al. (2010) em seu estudo com 7. domingensis que viviam em
aguas residuais na presenca dos metais niquel, ferro, manganés, zinco e cobre,
relataram que o didmetro dos vasos do xilema foi maior que o das plantas que
ndo viviam sob essa condi¢do estressante.

Sandalio et al. (2001), relatam que metais pesados podem alterar o

movimento de agua nas plantas, reduzir o nimero e o tamanho dos vasos de
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metaxilema, bem como alterar o balango hormonal, visto que os hormdnios

estdo estreitamente relacionados & morfogénese desses tecidos.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que a presen¢a de arsénio nas solucdes alterou de forma
significativa o teor de clorofila, a condutancia estomatica, a transpiragdo e a
densidade de estomatos. Entretanto, essas alteracdes ndo foram suficientes para
afetar a fotossintese.

O acréscimo na proporg¢do de aerénquima da folha favoreceu o acimulo
de CO, e O, dentro do corpo da planta, o que auxiliou na manutengio da taxa
fotossintética. Sendo essa uma resposta adaptativa da planta para manter sua
sobrevivéncia na presenca do As.

O decréscimo da espessura da epiderme da raiz mostrou que esse
tecido, por ser o primeiro a entrar em contato com o contaminante, apresentou
sintomas de toxidez, em presenga do As.

O espessamento da exoderme mostrou que esse tecido foi a principal
barreira apoplastica ,contra o entrada do As para a parte aérea da planta.

Portanto, o presente estudo concluiu que 7. domingensis apresentou
adaptacdes morfologicas e fisioldgicas significativas para tolerar a presenca de

arsénio.
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