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RESUMO

Elementos toxicos sdo depositados no ambiente por atividades
antropicas em crescentes quantidades. Técnicas para a remogado desses, como a
fitorremediagdo, necessitam do conhecimento de diferentes espécies tolerantes a
esses elementos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas anatomicas foliares e radiculares, as caracteristicas de trocas
gasosas, de crescimento e desenvolvimento, e a obtengdo da quantificagdo de
DNA em plantas de Brachiaria arrecta sob diferentes concentragdes de arsénio
(As) e cadmio (Cd), visando a deteccdo de mecanismos que proporcionem a
tolerancia dessa espécie a estes poluentes, possibilitando a indicagdo desta
espécie para programas de fitorremediagdo de efluentes contaminados por estes
metais pesados. As plantas de B. arrecta foram cultivadas em casa de vegetacio
por 60 dias para reproducdo clonal. Os clones foram cultivados em solucdo
nutritiva de Hoagland contendo arsénio e cadmio nas concentragdes de 0,0; 0,25;
0,50; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L de As ¢ 0,0; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 ¢ 6,4 mg L' de Cd.
Apds 21 dias de experimento foram coletadas as folhas das plantas para a
realizacdo de analises anatomicas, quantificacio de DNA e as analises de
crescimento. As analises para avaliacdo da quantidade de DNA foram realizadas

no 18° dia apos a instalagdo do experimento. O delineamento utilizado foi \DICL ___ - [U1] Comentario: Favor

com seis repetigdes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e ao teste
de Scott-Knott com p<0,05. Devido ao fato da planta apresentar plasticidade
anatomica e fisiologica por meio das modificagdes induzidas no ambiente, a
espécie B. arrecta demonstrou potencial para aplicagdio em programas de
biorremediagdo de ambientes contaminados com As, devido a tolerancia a este
contaminante. Por apresentar sintomas de toxicidade nas maiores concentragdes
de Cd testadas, a espécie pode ser considerada como bioindicadora da polui¢io
por Cd. Possui também plasticidade por meio das modificacdes anatdmicas, e
menos sensibilidade nas concentragdes maiores de Cd testadas, mas ndo
suficientes para causar a senescéncia e morte das plantas. A espécie B. arrecta
demonstra potencial para aplicagio em programas de extracdo de Cd de
ambientes aquaticos.

Palavras-chave: Brachiaria arrecta. Fitorremediagdo. Cadmio. Arsénio.

colocar o significado da sigla entre
parénteses




GENERAL ABSTRACT

Toxic elements are deposited in the environment by human activities in
increasing amounts. Techniques for the removal of these, such as
phytoremediation, require knowledge of different species tolerant to these
elements. This study had as objective to evaluate the leaf and root anatomical
features, the characteristics of gas exchange, growth and development and to
achieve quantification of DNA in plants of Brachiaria arrecta under different
concentrations of arsenic (As) and cadmium (Cd), aiming at the detection
mechanisms that provide tolerance of this species to these pollutants, providing
an indication of this species in phytoremediation programs effluent
contaminated by these heavy metals. The plants of B. arrecta were grown in a
greenhouse for 60 days for clonal reproduction. The clones were grown in
Hoagland nutrient solution containing arsenic and cadmium in concentrations of
0,0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 and 4,0 mg L' of As and 0,0; 0,4; 0.8; 1,6; 3,2 and 6,4
mg L' of Cd. After 21 days of the experiment leaves were collected from plants
for their anatomical analysis, DNA quantification and analysis of growth. The
tests for the amount of DNA were performed on the 18th day after the
experiment. The experimental was \completely randomized design }With six

replicates. The data were subjected to analysis of variance and the Scott-Knott
test with p <0.05. Due the plant to have anatomical and physiological plasticity
by the changes induced to the environment, the species B. arrecta demonstrated
potential for application in bioremediation programs of environments
contaminated with As, due the tolerance to this contaminant. For symptoms of
toxicity at the highest concentrations of Cd tested, the species can be considered
as bioindicators of pollution by Cd. It also has plasticity by means of anatomical
changes, and less sensitivity in higher concentrations of Cd tested, but not
sufficient to cause senescence and death of plants. The species B. arrecta shows
potential for application programs to extract Cd from aquatic environments.

Keywords: Brachiaria arrecta. Phytoremediation. Cadmium. Arsenic.

_ - - [U2] Comentéario: DIC, favor
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1 INTRODUCAO

A destruig@o da cobertura vegetal em areas contaminadas por elementos
toxicos agrava a degradacdo do solo, promovendo erosdo hidrica e a lixiviagao
dos contaminantes para o lengol freatico e cursos de agua, desencadeando
progressivo grau de contaminagao de outras areas.

Solos e 4aguas contaminadas por metais pesados exigem agente
remediador, que diminua os teores desses poluentes a niveis ambientalmente
seguros. A fitorremediacdo utiliza plantas capazes de sobreviver e acumular
elevados teores de metais pesados nos seus tecidos. Em razdo do seu baixo
custo, a técnica tem grande potencial para remediagdo in Situ em grandes areas
com baixo ou médio nivel de contamina¢do (PILON-SMITS, 2005).

Visando desenvolver uma solugdo ambiental tecnologicamente
sustentavel, eficiente e vidvel economicamente para a recuperacdo de areas
contaminadas, a fitorremediagdo tem sido amplamente estudada no mundo
inteiro. Entretanto, para que a fitorremedia¢do possa ser aplicada no Brasil, ¢
fundamental o estudo de espécies com potencial para uso nas condigdes e tipo de
contaminagdes encontradas no pais.

Trabalhos realizados pela linha de pesquisa em Fitorremediagdo com o
uso de macrofitas aquaticas da UFLA tém apresentado diferentes respostas
relacionadas as modificagdes estruturais e de funcionalidade em diversas
espécies, quando submetidas a contaminagdo por metais pesados, tornado-se
necessario testar o comportamento de cada espécie ao efeito dos contaminantes.

A espécie Brachiaria arrecta ¢ amplamente difundida e encontrada na
nossa regido Sudeste do Brasil, apresenta caracteristicas desejaveis para ser
utilizado na fitorremediag@o, pelo seu rapido crescimento, grande volume de

massa e adaptagdo tanto em solo quanto no meio aquatico.
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Para que a fitorremediagdo possa ser aplicada no Brasil, é fundamental o
estudo dos fatores componentes desta técnica, a fim de ser utilizada como
solucdo tecnoldgica que atenda a legislagdo ambiental.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial fitorremediador
de plantas de Brachiaria arrecta expostas a diferentes concentragdes de arsénio
e cadmio e verificar as modificagcdes anatomicas e fisioldgicas, visando conhecer
a plasticidade morfoldgica em funcdo dos niveis de contaminagdo aos quais

foram submetidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Brachiaria arrecta: caracteristicas morfoldgicas

Dentro das macrofitas aquaticas, a espécie Brachiaria arrecta (Hack.)
Stent., ¢ conhecida popularmente na regido de Lavras-MG como braquiaria do
brejo (Figura 1), ou internacionalmente como capim Tanner-Grass. Espécie da
familia Poaceae, tem habito de crescimento herbaceo, perene, estolonifera,
multiplicada facilmente por via vegetativa sendo minima a reproducdo por
sementes. A planta apresenta hastes de 1,20 m ou mais de comprimento, sub-
ereta, fortemente radicante nos nos inferiores. As folhas sdo lanceoladas, de base
cordiforme, com 70-150 mm de comprimento e 12-25 mm de largura, brilhante,
de aspecto suculento e cor verde escura. A inflorescéncia ¢ formada por 6-12
racemos, sendo os basais de 40-80 mm de largura. As espiguetas sdo sub-sésseis,
ovaladas com 4 mm de comprimento, glabras e bisseriadas ao longo da raquis.
Os nos sdo de cor verde amarelada, salientes, glabros e quando em contato com
o0 solo e/ou 4gua emitem raizes. As sementes sdo inférteis, e a raquis ¢ destituida

de tricomas (KISSMANN, 1991).
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Flgura 1 Brachlarla arrecta na represa do Funil em Lavras MG fevereiro 2011

A Brachiaria arrecta é espécie de origem africana, introduzida para fins
de pastagens, porém pelo seu baixo valor proteico e por conter maiores teores de
taninos € uma forrageira que foi descartada para tal finalidade. Atualmente ¢
considerada infestante, adaptando-se com grande facilidade as areas alagadas e
em cursos de agua. Em func@o disso, esta apresentando sérios problemas de
infestacdes na Represa do Funil em Lavras, Minas Gerais e segundo Tanaka et
al. (2002) também em outros reservatorios de agua no Brasil. Esta espécie causa
empecilho nas grades de contencdo das turbinas, prejudicando a produgdo de
energia ¢ obrigando as empresas responsaveis a investir na retirada desta planta
dos reservatorios.

Estudo sobre esta espécie vegetal também foi realizado e citado por

Martins et al. (2003), que analisaram a composi¢ao quimica de plantas aquaticas
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encontradas no reservatorio de Salto Grande-SP, onde as amostras da espécie B.
arrecta coletadas apresentaram os menores teores de macro e micronutrientes e
o maior teor médio de elementos quimicos pesados na matéria seca, em relacdo
as demais espécies aquaticas estudadas, demonstrando o possivel potencial
fitoextrator.

Silva e Vidal (2010) detectaram teores foliares de contaminantes
metalicos (Fe, Zn e Cu) em plantas cultivadas de Brachiaria arrecta em aterros
provenientes da atividade de mineragdo, em comparagdo com aquelas coletadas
fora da area do aterro.

Em estudos desenvolvidos por Calijuri et al. (2009) esta mesma espécie
vegetal constituiu-se em boa opcao para pos-tratamento de efluentes anaerdbios
em esgoto sanitario pois comprovadamente apresentou elevada capacidade de
remocdo de demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de
oxigénio (DQO) e solidos, assim como de nutrientes e de organismos
indicadores de contaminag¢do o que demonstra o potencial da espécie para a
fitorremediagdo no tratamento de 4guas contaminadas.

Ha necessidade de estudar novas plantas acumuladoras que sejam
viaveis para a fitorremediacdo em diferentes climas, por isso é necessario
encontrar ¢ conhecer novas espécies de plantas acumuladoras para uso em
diferentes condi¢gdes (CHEHREGANI et al., 2009).

As plantas aquaticas sdo também utilizadas como bioindicadores de
qualidade da agua. Valitutto et al. (2007), que estudaram quatro espécies
vegetais aquaticas flutuantes (S. auriculata, P. stratiotes, E. crassipes e E.
azurea), os resultados mostram que todos os elementos estudados sdo
acumulados pelas plantas aquaticas, como o Cu, Mo e Pb entre outros,

demonstrando o grande potencial destas espécies para o uso na fitorremediacao.
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2.2 Macrofitas aquaticas

Ainda ha varias controvérsias em relagdo a defini¢do e o conceito de
plantas ou macroéfitas aquaticas, com uma extensa varia¢do entre os diferentes
autores (POTT; POTT, 2000), essas também podem ser chamadas de macrotitos
aquaticos ou hidrofitas.

Segundo Fasset (1996) e Irgan e Gastal Junior (1996) o conceito ideal de
macroéfitas aquaticas € o que atribui a caracteristica de plantas com as partes
fotossinteticamente ativas expostas a flutuagdo em ambiente aquatico
permanentemente ou por alguns periodos do ano, sendo visiveis a olho nu.

Ainda segundo Irgan e Gastal Junior (1996) as plantas encontradas nas
margens dos ambientes aquaticos, denominadas emergentes, também sdo
consideradas macrofitas aquaticas.

Estas plantas possuem grande importincia ao meio ambiente,
especialmente nos ecossistemas aquaticos, por fornecerem a base da cadeia
alimentar e podem ser consideradas a peca chave no ciclo de nutrientes em
ambientes aquaticos e inundaveis pelo seu papel ecologico como base para o
tratamento de agua poluida, sua relagdo com os microrganismos associados as
raizes, os quais degradam moléculas organicas enquanto outras plantas
absorvem os produtos da decomposicdo. Ha necessidade de se conhecer as
plantas aquaticas, tanto pela importincia econdmica como pelo seu papel na

conservagao da natureza como plantas despoluidoras (POTT; POTT, 2000).
2.3 Poluicédo no meio aquatico por metais pesados
A 4gua é um dos recursos naturais mais utilizados pelos seres vivos. E

presente no ambiente em quantidade ¢ qualidade apropriada. Segundo Braga et

-7 [U3] Comentario: Sugiro:
conservacao
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al. (2005) a demanda de 4gua pelo homem pode superar a oferta, seja em termos
quantitativos, seja por que a qualidade da agua local esta prejudicada devido a
poluigdo ambiental. Esta degradagdo pode afetar a oferta de agua e também
podera gerar graves problemas de desequilibrio ambiental. Ainda segundo o
mesmo autor, ¢ importante distinguir a diferenca entre poluigdo e contaminagéo,
sendo a poluicdo associada ao uso que se faz da dgua e a contaminacado refere-se
a transmissdo de substincias ou microrganismos nocivos a saude pela agua, ndo
implicando necessariamente num desequilibrio ecologico.

Segundo Rocha et al. (2006), as previsdes de escassez de agua para o

uso humano ¢ o declinio das espécies aquaticas t€ém despertado atencdo de

pesquisadores para a conservacdo e recuperagdo dos recursos hidricos, sendo
que a medida que a economia e a populagdo crescem necessita mais agua pra
suas atividades e aumentando com isso a responsabilidades dos técnicos,
bidlogos, agronomos e engenheiros sobre a sustentabilidade deste recurso
ambiental.

Entre os poluentes do meio aquatico estdo os metais que podem ser
solubilizados pela dgua, podendo gerar danos a satide em func¢do da quantidade
ingerida, pela sua toxicidade ou de seus potenciais carcinogénicos, mutagénicos
ou teratogénicos. Sdo exemplos de metais toxicos o arsénio, o bario, o cadmio, o
seu efeito nocivo em toda a cadeia alimentar, colocando em risco os organismos
situados no topo desta cadeia (BRAGA et al., 2005).

Citado por Pereira et al. (2010) metal pesado € um termo genérico
aplicado a um grupo heterogéneo de elementos, incluindo metais, semimetais ou
metaloides (arsénio, antimdnio, silicio, germanio, telurio ¢ poldnio) e ndo metais
ou ametais (fluor e selénio).

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos e alguns deles, tais

como o cobre (Cu), zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel

_ -] [U4] Comentario: Sugiro que
reescreva a sentenga, pois ha
incoeréncia textual

_ - [U5] Comentario: Sugiro: Sdo
exemplos de metais toxicos:
arsénio, bario, cAdmio, cromo,
chumbo e o mercurio
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na nutricdo de plantas e animais, enquanto outros, como o Arsénio (As) e o

cadmio (Cd) podem exercer efeitos deletérios (SILVA et al., 2007).

Uma determinada area é considerada contaminada se,
entre outros fatores, as concentra¢des de elementos
ou substancias de interesse ambiental estdo além de
um dado limite denominado valor de intervengdo
conforme Resolugdo n°® 357, de 17 de margo de 2005,
do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA (2005). Acima desse limite, ha um risco
potencial de efeito deletério sobre a saide humana,
havendo necessidade de uma agdo imediata na area
(ZEITTOUNI; BERTON; ABREU, 2007).

2.3.1 Arsénio (As)

Conforme Chou et al. (2007) o arsénio ¢ um elemento natural que ¢
amplamente distribuido na crosta da Terra. O arsénio com niimero atdomico 33 ¢
classificado quimicamente como um metaloide, tendo ambas as propriedades de
um metal e um ndo metal, no entanto, ¢ frequentemente referido como um metal.
E encontrado geralmente no ambiente combinado com outros elementos, como
oxigénio, cloro e enxofre. No passado, os compostos de arsénico inorganico
foram predominantemente utilizados como pesticidas, principalmente em
campos de algoddo e pomares, porém compostos inorginicos de arsénio ndo
podem mais ser utilizado na agricultura.

A contaminacdo ambiental por arsénio (As) tem recebido enorme
aten¢do devido ao grande potencial para causar doengas ao homem, como:
conjuntivite, hiperqueratose, hiperpigmentacdo, doengas cardiovasculares,
distarbios do sistema nervoso central e vascular periférico, cancer de pele e

gangrena nos membros (LEONARD; LAUWERYS, 1980).
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De acordo com Panda (2010), o As € toéxico em baixas concentragdes ¢
ndo tem funcdo conhecida como nutriente nas plantas. As principais formas
fitodisponiveis do arsénio inorganico sdo o arsenito e o arseniato.

A principal forma de contaminacdo do homem por arsénio ¢ através da
ingestdo de agua ou peixes contaminados por esse elemento (MATSCHULLAT
et al., 2000). A contamina¢do de ambientes por arsénio tem origens naturais e
antropogénicas. As fontes naturais sdo rochas que possuem o As em sua
constituicdo, que ao serem lavadas liberam-no para reservatorios de agua. No
Brasil, o arsénio € encontrado em seu estado natural no minério chamado de
mispiquel associado as piritas nas jazidas de ouro do Estado de Minas Gerais.
Especialmente na regido do Quadrilatero Ferrifero encontram-se as areas mais
problematicas no Brasil quanto a presenca de As em substratos e
consequentemente nas aguas para o consumo humano (MELO et al., 2009).

A contaminagdo de origem antropogénica, principal fonte de
contaminacdo dos ambientes aquaticos, ocorre devido aos rejeitos de mineragao.

Os insumos agricolas podem conter compostos de arsénio, como o
arseniato de chumbo (PbHAsO4) e o arseniato de célcio (CaAsO4)2, que sdo
facilmente lixiviados para os reservatorios e ambientes hidromorficos
(CALZADA et al., 1998).

Em muitas partes do mundo em reservatérios e ambientes
hidromorficos, o arsénio tem causado problemas ambientais e de satde. As
técnicas disponiveis para a remediacdo do arsénio sdo economicamente
inviaveis, destroem a paisagem natural e ainda podem afetar a satde das pessoas
diretamente envolvidas no processo, de acordo com Gonzaga, Santos ¢ Ma
(2006). Em solos ndo contaminados, podem ser encontrados teores de arsénio
inferiores a 10 mg kg™ e em 4rea contaminadas os teores podem ser trés mil

vezes superiores (VAUGHAN, 1993).
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2.3.2 Cadmio (Cd)

O cadmio (Cd) é um elemento quimico com niimero atémico 48. Metal
que constitui um problema significativo, pois € toxico em quantidades tragos,
além de ser mdvel nas plantas, e de facil incorporagdo em ciclos bioldgicos
(OLIVEIRA et al., 2001). Ainda de acordo com Alloway (1993), os niveis
naturais de Cd encontrados normalmente no ambiente ndo causam toxicidade
aguda, o maior risco a saude humana provém da sua acumulagdo crdnica nos
rins.

O Cd entra no ambiente principalmente através de processos industriais
de beneficiamento do couro e de outros metais como Zinco (Zn) ¢ o chumbo
(Pb) e esta presente em fertilizantes fosfatados. E usado na produgio de tintas,
lubrificantes, na fabricagdo de baterias niquel-cadmio, em pigmentos para tintas
e plasticos, em varios tipos de ligas e em revestimentos anticorrosivos (JIANG;
WANG, 2007). A presenga de Cd interfere no crescimento das plantas inibindo
diretamente ou indiretamente processos fisioldgicos como respiragdo,
fotossintese, trocas gasosas e outros, causando a senescéncia das mesmas
(LAGRIFFOUL et al., 1998).

Os sintomas visuais de toxidez de Cd sdo clorose, encarquilhamento e
enrolamento de folhas. O aumento da lignificacdo das paredes celulares da
epiderme e colénquima, do tecido vascular e da endoderme foi associado a
niveis criticos toxicos de Cd e de Zn no solo (CUNHA; NASCIMENTO;
SILVA, 2008).

Ainda Kopittke et al. (2010), estudaram a contaminagdo de Cd em
Brachiaria decumbens Staf. e Chloris gayana Kunth, onde o crescimento tanto
da parte aérea e raizes diminuiu acentuadamente com o aumento de Cd em

solucdo. Embora tenha havido diferenga entre as duas espécies em resposta ao
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Cd , houve reducdo de até 50% na parte aérea e massa fresca de raiz de ambas

espécies, além de promover uma clorose nas nervuras das folhas.

2.4 Fitorremediacéo

Uma das formas mais vidveis, tanto ecologicamente quanto
economicamente, para a remoc¢do de metais pesados e recuperagdo de areas
contaminadas ¢é através da fitorremediagdo. Esta técnica oferece diversas
vantagens como o tratamento de grandes areas, menor impacto ambiental e
custos de implementagdo muito inferiores aqueles alcancados pelos métodos
fisico-quimicos, e ainda possibilita remediar dgua, solo e subsolo contaminados
e simultancamente embeleza o ambiente (ABOULROOS et al., 2006;
ADESODUN et al., 2010; HU et al., 2010; KING et al., 2010; LEE et al., 2007;
SKREBSKY et al., 2008).

No cenario da chamada economia verde, as tecnologias de baixo custo e
impacto devem ser promovidas. A fitorremediagcdo faz parte da fitotecnologia
que, segundo Marchiol e Fellet (2011), sdo tecnologias de remediagdo que usam
plantas para a conten¢do da degradacdo, ou a remog¢do de contaminantes de
locais poluidos para a recuperagdo de ecossistemas degradados e contaminados.
O processo de fitoextragdo substancialmente é baseado em interagdes planta-
solo ou planta-dgua ou relagdo dgua-solo-planta, que envolve a transferéncia de
um poluente inorganico do solo ou dgua para a biomassa da planta. Isto implica
que a gestao dos dois ou trés elementos do sistema tinico (planta-solo + planta-
agua) tenha efeitos positivos sobre a eficiéncia do processo. Como
fitorremediagdo ¢ uma abordagem agrondmica ¢ essencial dependendo seu
sucesso, em Ultima analise, das praticas agricolas dentro da area pesquisada.

Segundo Pilon-Smits (2005), as plantas utilizam varios mecanismos para

remediar areas contaminadas: fitoextrag¢do, absor¢do e acumulagdo dos metais
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pesados nos tecidos das plantas; fitoadsor¢do, adsorcdo dos metais no sistema
radicular, imobilizando os contaminantes; fitoestabilizacao, liberagao para o solo
de oxigénio e outros compostos, que podem imobilizar os metais pesados; e
rizorremediagdo, estimulagdo da biorremediacdo por fungos ou outros
microrganismos localizados no sistema solo-raiz.

Muito importante também ¢ a complexagdo estavel quimicamente dos
metais ionizados presentes na solu¢do do solo, pelos exudatos rizosféricos,
principalmente acidos orgédnicos de baixa massa molecular (PINTON;
VARAZANINI; NANNIPIERI, 2001).

O principio da técnica da fitorremediagao, foco deste trabalho, baseia-se
nos mecanismos de tolerancia a acumulagdo de metais nas plantas, de forma a
manter as fungdes celulares mesmo na presenca de grandes quantidades de
metais.

Uma planta para ser utilizada com sucesso na recuperacdo de areas
contaminadas, deve ser acumuladora de metais, produzir grandes quantidades de
biomassa e ser capaz de adaptar-se as condi¢des do ambiente impactado
(ANDERSON, 1993).

A escolha da planta a ser utilizada nesta técnica deve ser realizada a
partir da capacidade de adaptacdo da mesma ao meio. O grupo de plantas que
melhor adapta-se tanto ao meio aquatico quanto ao terrestre ¢ o das macrofitas
aquaticas e este grupo se tornou uma das comunidades mais estudadas e
utilizadas na fitorremediagdo e biomonitoramento de aguas contaminadas por
metais pesados em paises como os Estados Unidos, Canada e Australia (SOUZA
et al., 2009).

No Brasil, esta tecnologia ainda carece de mais pesquisas para que seja
utilizada por profissionais envolvidos na area ambiental, apesar de apresentar
condigdes climaticas e ambientais favoraveis ao desenvolvimento deste

processo.
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Para a fitorremediacdo as plantas devem, portanto, ser tolerantes a
metais pesados, adaptaveis as caracteristicas ambientais e capazes de absorver
grandes quantidades de metais pesados no solo e agua. Além disso, a
composi¢do quimica da dgua e solo contaminados deve ser considerada, pois a
biodisponibilidade dos elementos quimicos atoxicos ou toxicos ¢ a medida do
seu potencial absorvivel pelos seres vivos, estando diretamente relacionada com

a forma quimica deste composto no meio ambiente (HU et al., 2010).

2.5 Estrutura e funcionalidade das plantas fitorremediadoras

Segundo Castro, Pereira e Paiva (2009), as caracteristicas anatomicas e
fisioldgicas dos seres vivos adaptam-se ao meio ambiente podendo desenvolver
tolerancia as situacdes de estresse ambiental, formando um fenétipo particular
para a situacdo. Esse comportamento resulta-se das relacdes entre organismo e
ambiente, e das caracteristicas do gendtipo. Os individuos que se adaptam e
modificam seu fendtipo para sobreviverem em ambiente considerado hostil,
possuem plasticidade fenotipica e com isso maior possibilidade de sobrevivéncia
no ambiente. Segundo o mesmo autor, ha aumento recente do interesse na
realizacdo de estudos sobre este assunto, pois existe estreita relacdo entre a
morfologia externa e interna da planta com a sua fisiologia e ecologia, onde cada
tipo de adaptacdo dos o6rgdos, tecidos, células ou mesmo expressdo de genes, no
nivel molecular, estd relacionada a uma fun¢do que podera proporcionar a
adaptabilidade e sobrevivéncia da espécie.

Conforme os resultados apresentados por Oliveira (2010), a espécie
Pistia stratiotes (alface d’agua) concentrou teores consideraveis de Cd, Pb e As
em seus tecidos, porém na presenga de Cd foram observados efeitos de toxidez
como clorose nas maiores concentragdes. A acdo combinada das enzimas do

sistema antioxidante e alteragdes estruturais como espessamento de epiderme,
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exoderme e endoderme, foram detectadas nas raizes de P. stratiotes,
funcionando como estratégias adaptativas que permitem a tolerancia da espécie a
estes elementos. Portanto, foi verificado que a espécie P. stratiotes pode ser
utilizada no biomonitoramento de ambientes aquaticos contaminados por Cd,
pela facilidade de detecg@o dos efeitos de toxidez causados por este elemento,
além de apresentar potencial promissor na utilizagdo em programas de
fitorremediagdo de ambientes aquaticos contaminados por Pb e As.

Oliveira et al. (2011), ao avaliarem a influéncia do Cd, Pb ¢ As na
formagdo de aerénquimas nas raizes de Pistia stratiotes L., relataram que
ocorreu interacdo significativa para os diferentes metais e concentragdes.
Ocorreu reducgao linear de aerénquima em relagdo ao cortex para os dois metais.
O mesmo parametro avaliado na concentragdo de 400% foi menor ‘do que para
ndo foi afetada, indicando caracteristica desejavel de sua utilizagdo em
programas de fitorremediagao.

Com relacdo a influéncia do Cd, Pb e As na formacdo da epiderme
radicular de Pistia stratiotes L., Oliveira et al. (2011) verificaram que ocorreu
interagdo significativa para os diferentes metais e concentragdes para a espessura
da epiderme. O espessamento da epiderme apresenta-se como caracteristica
desejavel, pois indica que a tolerdncia dessa espécie aos elementos toxicos
testados contribui para a indicagdo da P. stratiotes para o tratamento biologico
de ambientes aquaticos contaminados por metais.

Ainda conforme Chandra ¢ Yadav ( 2010), a observagdo anatomica de
diferentes partes de T. Angustifolia (taboa) mostrou deformagdes no tecido
vegetal por deposicdo de metais pesados e aparente rompimento de células do
parénquima, demostrando a forma da adaptabilidade da planta sobreviver no

meio contaminado.

_ -1 [U6] Comentario: comparado
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Quanto as caracteristicas estomaticas de Pistia stratiotes L. na presenga
de arsénio, Oliveira et al. (2011) verificaram que houve aumento na sua
densidade e no indice estomatico da epiderme em ambas as faces das folhas da
espécie. Essas modificagdes anatdmicas indicam maior capacidade de captagdo
de CO,, devido ao aumento na densidade estomatica, sem haver reducdo no
tamanho dos estomatos. Essa situacdo pode favorecer o processo fotossintético,
que, em geral, ¢ afetado pela presenca dos elementos toxicos, tornando-se um
mecanismo compensatorio, o que pode manter a fotossintese como em
condi¢des normais, contribuindo para a tolerancia desta planta ao arsénio. Dessa
forma, a espécie em questdo pode ser indicada como potencial para o uso em
programas de fitorremediacdo de ambientes aquaticos contaminados por arsénio.

Ainda estudando a espécie P. stratiotes, Silva e vidal (2010),
observaram que a mesma apresenta diversas anormalidades no ciclo mitético,
quando exposta a altas concentra¢cdes de Cd. Contudo, o elemento ndo causa
alteragdes na quantidade de DNA nuclear e no indice mitético desta espécie.
Enquanto Pereira et al. (2011), ao estudarem as modifica¢des na epiderme foliar
de aguapé em fungdo de diferentes concentragdes e elementos toxicos, verificou-
avaliados para as plantas de aguapé, ocorrendo poucas mudangas significativas,
levando, ao aumento da espessura da epiderme que pode ser relacionada com
uma maior capacidade de filtrar o excesso de radiacdo e de armazenar os metais
translocados para a parte aérea, denotando tolerancia do aguapé as condigdes
testadas.

No tocante a anatomia radicular das plantas de aguapé, os estudos de
Pereira et al. (2011) demonstraram tolerdancia ao Cd ndo alterando
significativamente a propor¢do de aerénquima, na epiderme, exoderme e
endoderme. Contudo, reduziu o didmetro das células corticais, o diametro dos

vasos de xilema e aumentou a espessura do floema. Dessa forma, a presenca de

_ - [U7] Comentario: Sugiro:
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Cd nd3o promoveu efeitos toxicos nas raizes de aguapé, preservando a sua
estrutura interna, contribuindo para a tolerancia dessa espécie por esse elemento.

Felipe, Oliveira e Lefo (2009) estudaram o efeito sobre a taxa de
crescimento relativo (TCR) de diferentes concentracdes de As nas espécies
vegetais de C. cajan (guandu) e C. spectabilis (crotalaria). A exposicdo das
plantas ao metal promoveu significativa redu¢do na TCR nas duas espécies, de
forma mais intensa na C. Cajan, com redugio em todas as concentragdes
testadas, sendo que na maior concentracdo houve morte das plantas. Na espécie
C. spectabilis houve menor efeito téxico do As nas plantas, que segundo os
pesquisadores, esta resisténcia estd relacionada, em parte, a atuagdo dos
mecanismos enzimaticos oxidativos.

Souza et al. (2009), estudando diferentes concentragdes de cadmio em
relagdo a anatomia da espécie Polygonum ferrugineum (erva de bicho),
observaram a necrose das células dos tecidos mais externos da raiz quando
submetida a concentragdo de 25 mg L™! de Cd e no tratamento com concentragido
de 50 mg L™ foi verificado aumento das lacunas do aerénquima, embora
estatisticamente nao significante, ainda nesta ultima concentragdo foi observado
aumento significativo de tricomas glandulares nas duas faces da epiderme foliar.

As modificagdes nos feixes vasculares de aguapé sob diferentes
concentra¢des de elementos toxicos apresentaram-se diferenciadas em relagdo
aos metais, sendo que as maiores densidades de feixes observados na presenca
de As e Pb podem favorecer o fluxo de adgua, nutrientes e fotoassimilados pela
planta, contudo, essas modificagdes ndo apresentam sintomas de toxicidade
desses elementos para o aguapé, segundo Pereira et al. (2011).

Melo et al. (2009) testaram diferentes concentragdes de As nas plantas
de aveia, amendoim e estilosantes, onde todas as espécies tiveram a matéria seca
e o crescimento vegetativo severamente alterado devido a fitotoxidez do As.

Estudaram também a localizacdo do As na planta, onde os maiores teores foram
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encontrados nas raizes, indicando que hd um mecanismo de
compartimentalizac¢do, a fim de reduzir a transloca¢do do As aos tecidos jovens

da parte aérea.
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3 CONCLUSAO

Algumas espécies de plantas ja sdo conhecidas como fitorremediadoras,
assim como sua plasticidade fenotipica. Porém, ndo se conhece as respostas
morfofisiologicas da macrofila aquatica Brachiaria arrecta quando cultivada na

presenga de elementos toxicos como o arsénio e o cadmio.
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ARTIGO 1 Mecanismos anatdmicos e fisioldgicos de plantas de braquiaria
do brejo (Brachiaria arrecta (Hack.) Stent.), para a
toleréncia a contaminacao por arsénio (As)
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RESUMO

Atividades humanas como a produ¢do industrial e uso de defensivos
agricolas depositam constantemente elementos toxicos no ambiente, como 0s
metais pesados. Portanto, sdo necessarias novas propostas para a remog¢do ou
neutraliza¢do dos efeitos metalicos toxicos. A fitorremediacdo ¢ uma proposta
ambientalmente eficaz que necessita do estudo de diferentes espécies vegetais
sobre a tolerancia desses elementos. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as caracteristicas anatdmicas, foliares e radiculares. Especificamente:
quantificar as caracteristicas de trocas gasosas, de crescimento e
desenvolvimento, de obtengdo da quantificacdo de DNA em plantas de
Brachiaria arrecta sob diferentes concentragdes de arsénio (As), bem como
detectar os mecanismos que proporcionam a tolerancia dessa espécie a este
poluente e possibilitar a indicagdo da mesma para programas de fitorremediagdo.
As plantas de B. arrecta foram cultivadas em casa de vegetacao para reproducao
clonal. As plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva de Hoagland contendo
concentracdes de arsénio (As) nas concentracdes de 0,0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0 e
4,0 mg L. Para avaliagdo da quantidade de DNA foram coletadas folhas aos 18
dias do inicio do experimento. Aos 21 dias, no final do periodo experimental
foram coletadas as plantas para verificagdo anatomica, quantificacdo de DNA.
Para a avaliagdo do crescimento foi coletado uma planta por repeticdo e por
tratamento no inicio e aos 21 dias. O delineamento utilizado foi DIC, com seis
repetigdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Scott-
Knott com p<0,05. Devido ao fato de possuir plasticidade anatdmica e
fisioloégica por meio das modificagdes encontradas, a espécie B. arrecta,
demonstra potencial para aplicagdo em programas de biorremediagdo de
ambientes aquaticos contaminados com As, devido a tolerancia da mesma a este
contaminante.

Palavras-chave: Brachiaria arrecta. Fitorremediagdo. Anatomia Vegetal.
Arsénio.
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ARTICLE 1: ANATOMICAL AND PHYSIOLOGICAL MECHANISMS

(Hack.) Stent) TOLERANCE FOR CONTAMINATION BY ARSENIC
(As)

ABSTRACT

Human activities such as industrial production and use of pesticides
deposited constantly toxic elements in the environment, such as heavy metals.
Therefore, new proposals are necessary for removing or neutralizing the effects
of toxic metal. Phytoremediation is an environmentally effective proposal that
requires the study of different plant species on the tolerance of these elements.
This study had as objective to evaluate the anatomic characteristics, leaf and
root. Specifically: to quantify the characteristics of gas exchange, growth and
development, to obtain the quantification of DNA in plants of Brachiaria
arrecta under different concentrations of arsenic (As), as well as detect the
mechanisms that provide tolerance of this species to this pollutant and enable
indicating the same for phytoremediation programs. The plants of B. arrecta
were grown in a greenhouse for clonal reproduction. Plants were grown in
Hoagland nutrient solution containing concentrations of arsenic (As) at
concentrations of 0.0; 0.25; 0.50; 1.0; 2.0 and 4.0 mg L. For assess the amount
of DNA leaves were collected at 18 days from the beginning of the experiment.
At 21 days, at the end of the experimental period, the plants were collected for
anatomical verification, quantification of DNA. For the evaluation of growth
was collected one plant by repetition and treatment at beginning and at 21 days.
The experimental was completely randomized design, with six replicates. The
data were subjected to analysis of variance and the Scott-Knott test with p <0.05.
Due the plant to have anatomical and physiological plasticity by the changes
found, the specie B. arrecta, demonstrated potential for application in
bioremediation programs of the aquatic environments contaminated with As, due
the tolerance the same to this contaminant.

Keywords: Brachiaria arrecta. Phytoremediation. Plant Anatomy. Arsenic.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo do ambiente aquatico por elementos toxicos decorrentes de
industrias e atividades agricolas tem desencadeado o processo de acimulo destes
elementos em corpos d’agua, o que pode prejudicar a saide de diversos
organismos e at¢é mesmo de humanos, por viabilizar a passagem destas
substancias por toda a teia tréfica. Dentre esses poluentes, o arsénio tem se
destacado, por ser um dos elementos mais toxicos encontrados no ambiente,
podendo ocasionar diferentes doengas em humanos, animais e vegetais (MELO
et al., 2009).

Os custos para a restauragdo de ambientes aquaticos contaminados com
esses tipos de poluentes, por meio dos métodos convencionais fisicos e
quimicos, sdo elevados. Como alternativa a estes recursos tem-se utilizado a
fitorremediagdo, processo pelo qual é possivel obter a remocao destes poluentes
a baixo custo e aplicado a extensas areas, pois baseia-se na utilizagdo de plantas
para a remogio dos contaminantes (GRATAO et al., 2005).

Por sua vez, as espécies vegetais, quando submetidas as condigdes de
contaminacdo por metais pesados, apresentam uma série de disturbios
fisiolégicos e estruturais (MUFARREGE; HADAD; MAINE, 2010), os quais
tolerando mais o efeito do metal.

Especificamente o efeito causado pelo elemento toxico arsénio,
proveniente da contaminac¢do por rejeitos da minera¢do, nas caracteristicas
fisiologicas de plantas, ainda sdo pouco estudados (OLIVEIRA, 2010;
PEREIRA et al., 2011). A acdo combinada de enzimas do sistema antioxidante
aliada a sua capacidade de resposta aos estimulos fornecidos pela presenca de As
em Pistia stratiotes indica a capacidade de controle do estresse oxidativo

ocasionado pela contaminagdo por este metaloide, como uma estratégia
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adaptativa dessa espécie, conferindo-lhe mecanismos de tolerdncia a este
elemento. Além disso, esta mesma espécie apresentou alteracdes estruturais
como reducdo na propor¢do de aerénquima de acordo com o incremento da
concentracao de As, sem que este fato prejudicasse a capacidade de flutuagdo
das mesmas plantas, ndo afetando sua adaptabilidade a ambientes contaminados
por este metaloide. Foi relatado ainda, o espessamento da epiderme, exoderme e
endoderme funcionando como barreiras apoplasticas, consideradas mecanismos
adaptativos que proporcionam tolerdncia desta espécie ao As (OLIVEIRA,
2010). Ja em estudos realizados com plantas de aguapé demonstraram aumento
na fotossintese, associado provavelmente a uma maior captagdo de CO,, e
presenga de modificagdes nas caracteristicas anatomicas foliares e radiculares
(PEREIRA et al., 2011).

Além disso, no intuito de se estudar os diversos mecanismos adaptativos
que resultem em tolerancia das espécies a este elemento, devem ser analisados
ainda a taxa de crescimento relativa e a altera¢do da quantidade de DNA, a fim
de avaliar como a presenga do metal interfere nestas caracteristicas de
desenvolvimento das plantas (OLIVEIRA, 2010).

Em muitos estudos de fitorremediag@o, as macrofitas aquaticas tém sido
utilizadas como extratoras de poluentes encontrados em ambientes aquaticos
(SKINNER; WRIGHT; PORTER-GOFF, 2007). Uma das espécies mais
amplamente encontradas em nosso pais, nesse tipo de ambiente, ¢ a Brachiaria
arrecta, a qual possui rapida propagacgdo vegetativa e alta producdo de biomassa
(MARTINS et al., 2008), possuindo portanto, potencial para a remocdo de
contaminantes dos ecossistemas aquaticos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as caracteristicas
anatomicas, foliares e radiculares. Especificamente: verificar as caracteristicas
de trocas gasosas, de crescimento e desenvolvimento, de obtengdo da

quantificagio de DNA em plantas de Brachiaria arrecta sob diferentes
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concentracdes de arsénio (As), bem como detectar os mecanismos anatdomicos ¢
fisiologicos que proporcionam a tolerancia dessa espécie a este poluente e

possibilitar a indicagdo da mesma para programas de fitorremediagao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal (Brachiaria arrecta) foi realizada no dia 28
de fevereiro de 2011, as margens da Represa do Funil, localizada no municipio
de Lavras—MG (44° 55* W; 21° 05’ S). Posteriormente, as plantas foram lavadas
em agua corrente com a finalidade de eliminagdo de impurezas e selecionadas
quanto ao tamanho. Para o periodo de aclimatizagdo, as plantas foram cultivadas
em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade

Federal de Lavras, em bandejas plasticas com capacidade para 20 L, contendo

Figura 1 Aclimatagdo das plantas filhas de Brachiaria arrecta em casa de
vegetacao
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2.2 Montagem dos experimentos

As plantas filhas foram selecionadas quanto ao tamanho, niimero de
folhas e auséncia de estoldes, para uniformizagdo das plantas a serem utilizadas
no experimento. Essas plantas foram cultivadas em vasos de polipropileno com
capacidade para 6 L (Figura 2), contendo 4 L de solugéo nutritiva de Hoagland e
Arnon a 40% da forca idnica (HOAGLAND; ARNON, 1950), acrescida de
concentragdes crescentes de arsénio: 0; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 mg L. As
concentragdes de arsénio aplicadas foram baseadas na concentragdo maxima
permitida pela Resolugdo n°® 357, 17 de margo de 2005 (CONAMA, 2005 apud
WOLFF, 2009), correspondendo ao controle (0 mg L™) e 100, 200, 400, 800 e
1600 vezes a concentracdo maxima permitida, respectivamente, a partir da

concentra¢do de 0,25 mg L™. As plantas foram deixadas nessas condigdes por

um periodo de 21 dias.
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Figura 2 Plantas de Brachiaria arrecta, submetidas aos tratamentos, dispostas
em delineamento inteiramente casualizado com seis repeticdes com
trés plantas por vaso
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
tratamentos e seis repetigdes. Cada repetigdo contou com uma parcela

experimental de trés plantas.

2.3 Analises anatdbmicas

As analises anatomicas foram realizadas no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Para a realizagdo das analises anatomicas das raizes foram coletadas
uma planta de cada uma das seis repeticdes por tratamento. Para andlise da
anatomia foliar, foi coletada a segunda folha expandida de uma planta de cada
uma das seis repeticdes presentes em cada um dos tratamentos. Imediatamente

apos a coleta, os 6rgdos vegetativos foram fixados em formaldeido, etanol 70% e

emblocadas em historesina segundo a metodologia proposta por O'Brien, Feder
e Mc Cully (1964).

Cortes transversais foram realizados em micrétomo de deslizamento na
zona pilifera das raizes e na regido mediana de folhas completamente
expandidas das plantas. Apoés realizados os cortes, as secgoes foram coradas
com azul de toluidina 1% e montados em laminas permanentes com balsamo do
Canadd. Também foram realizadas secgdes, cortes paradérmicos na regido
mediana das faces abaxial e adaxial das folhas completamente expandidas de
plantas, sendo corados com Safranina 1% segundo metodologia de Burger e
Richter (1991). Foram confeccionadas laminas semipermanentes em glicerina a
50% e realizada a vedag@o das laminas com resina de nitrocelulose.

Para o estudo da anatomia quantitativa foram feitas fotomicrografias

com auxilio de uma camera digital OLYMPUS U-TV1X-2, acoplada ao
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microscopio OLYMPUS CX41 e com o auxilio do software BEL View, as quais
foram posteriormente analisadas no software para analise de imagens
UTHSCSA-Imagetool, medindo-se as caracteristicas quantitativas dos tecidos
em trés laminas por repeticdo, sendo contabilizados cinco cortes por lamina e
quatro campos por corte.

Foram analisadas nas raizes, as espessuras da epiderme, exoderme e
endoderme. LA porcentagem de aerénquima no cortex, foi determinada por meio
individuais dos aerénquimas. O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC =
diametro dos elementos traqueais/nimero de elementos traqueais) foi calculado
segundo Carlquist (1975). Ainda com relacdo as raizes, foram analisados o
numero e o didmetro dos vasos do metaxilema.

Na anatomia das folhas foi calculada a densidade estomatica (nimero de
estomatos por mm?) e foram medidos os didmetros polares e equatoriais dos
estomatos das faces adaxial e abaxial das folhas. Nos cortes transversais foram
medidas as espessuras da epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima
clorofiliano e pelo somatorio dos mesmos, foi determinada a espessura do limbo
foliar. Foram também contados os conjuntos de células buliformes por mm da
seccdo da folha e também medido a area destes conjuntos, bem como contado o

numero de feixes vasculares por mm? de folha.
2.4 Analises fotossintéticas e de crescimento

Ao décimo oitavo dia do periodo experimental foram avaliadas em
folhas completamente expandidas (cinco plantas por tratamento) as seguintes
caracteristicas de trocas gasosas foliares das plantas: a taxa fotossintética (A), a

trocas gasosas por infravermelho (IRGA) modelo Modelo ADC — LCA - 4
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(Hoddesdon, UK). As analises foram realizadas a partir das 10 h da manha, com
uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos fixados no aparelho
para 1.000 umol m™s™ (PEREIRA et al., 2011).

A taxa de crescimento relativo (TCR) do sistema radicular e da parte
aérea das plantas foi avaliada. A razdo de area foliar (RAF), a taxa assimilatoria
liquida (TAL) e a area foliar especifica (AFE) foram realizadas pelo método
proposto por Hunt, Causton e Shipley (2002), a partir da massa seca da raiz,
caule e folhas, obtidas por meio de pesagem em balanga analitica e da area foliar
(AF) das plantas mensurada a partir de fotografias das folhas das plantas

analisadas no software UTHSCSA-Imagetool.

2.5 Citometria de fluxo

A avaliacdo da quantidade de DNA nuclear foi realizada no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal
de Lavras, utilizando-se a técnica de citometria de fluxo. E uma técnica utilizada
para contar, examinar e classificar particulas microscopicas suspensas em meio

liquido em fluxo. Através de um aparelho de detec¢do Optico-eletronico sdo

Foi utilizado a metodologia proposta por Dolezel e Bartos (2005). O padrio
interno de referéncia utilizado foi a espécie Pisum sativum.

Para a determinagdo do contetido de DNA, aproximadamente 20-30 mg
de folhas jovens das plantas de Brachiaria arrecta e de Pisum sativum (padrao
de referéncia interno) foram triturados em placa de Petri contendo 1 mL de
tampao LBO1 gelado para a liberagdo dos nucleos (DOLEZEL; BARTOS,
2005). A suspensdo de nucleos foi aspirada através de duas camadas de gaze,
com auxilio de uma pipeta plastica e filtrada através de uma malha de 50 pm. Os

nucleos foram corados pela adigdo de 25 pul de uma solugdo de 1 mg/1 mL de
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iodeto de propideo, sendo adicionados, ainda, 5 pL. de RNase a cada amostra. As
amostras foram analisadas imediatamente apds o preparo. Para cada amostra,
5000 nucleos foram analisados utilizando-se uma escala logaritmica. A analise
foi realizada no citdmetro Facscalibur (Becton Dickinson), os histogramas
obtidos com o software Cell Quest e analisados estatisticamente no software
WinMDI 2.8.

O conteudo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado utilizando-se
a razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos nicleos G1(ntcleos que estdo
na fase G1 da Interfase) do padrdo de referéncia (P. sativum) e dos ntcleos G1
da amostra, multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padrdo de
referéncia (9,09 pg). As analises foram realizadas em trés folhas de trés plantas

de cada tratamento, perfazendo um total de nove repetigdes.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos as analises de varidncia e ao teste de Scott-

Knott, a 5% de probabilidade, com auxilio do software estatistico Sisvar.



48

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises anatdmicas e de trocas gasosas

Com relagdo as analises anatdmicas referentes a folha, o limbo foliar
teve sua espessura significativamente aumentada em relagdo ao tratamento sem
adicdo de As na solugdo, até a concentragio de 1,0 mg L de As (Tabela 1;
Figura 3), devido ao aumento significativo da espessura do mesofilo,
aumentando a quantidade de parénquima clorofiliano. Nao foram observadas
modificagdes significativas na espessura da epiderme em ambas as faces da
folha (Tabela 1; Figura 3). O resultado apresentado mostra que os tecidos
fotossintéticos foram estimulados ao desenvolvimento, como forma de
compensar o estresse ocasionado pela presenga do metal, mantendo a taxa
fotossintética similar a condi¢do da testemunha (Tabela 2), ocasionando a
espessura do limbo foliar. No entanto, a partir da concentragio de 2,0 mg L™ de
As, o limbo foliar manteve-se semelhante ao encontrado no controle, indicando

que a partir dessa concentracdo, a taxa fotossintética foi mantida (Tabela 2).
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Tabela 1 Caracteristicas anatdomicas das folhas de Brachiaria arrecta, sob
diferentes concentragdes de As em solucdo. (EAD = Epiderme
Adaxial; EAB = Epiderme Abaxial;
Limbo = Limbo Foliar; NCB = Numero de conjuntos de células
buliformes por mm da sec¢do da folha; /ACB = Area dos conjuntos de
células buliformes por mm da sec¢do da folha; NFV = Namero de °, .
feixes vasculares
Arsénio .
1 EAD EAB Limbo ACCB NFV
ML wmm MTED my N g
0 11,20 a 7,18 a 113,80 b 132,18b 591b 432b 6,46Db
0,25 11,00 a 7,16 a 136,04 a 15420a 7,97a 695a 6,17b
0,5 10,60 a 7,00 a 145,40 a 163,00 a 7,89 a 797a 6,69b
1 11,00 a 7,26 a 145,14 a 163,40 a 8,05a 8,07a 6,36b
2 10,80 a 7,18 a 121,42 a 139,40b 6,04b 423Db 7,65 a
4 11,25a 7,20 a 109,55 b 128,00b  6,17b 425b 8,11 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Figura 3 Secgdes transversais do limbo das folhas de Brachiaria arrecta, sob

diferentes doses de As em solugdo. (A= 0,0; B=0,25; C= 0,50; D=1,0;
E=2,0 e F=4,0 mg L de As). Barra = 50um
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Tabela 2 Analises de trocas gasosas em plantas de Brachiaria arrecta
submetidas ao As em solucdo. A= taxa fotossintética; gs = conduténcia
estomadtica; E= transpirac¢do

Arsénio A gs E

(mgL™") (umol m™s™) (mol m?s™) (mol m?s™)
0,00 5,707500 a 26,960000 a 0,505000 a
0,25 4,725000 a 31,455000 a 0,600000 a
0,50 5,207500 a 44,935000 a 0,787500 a
1,00 3,637500 a 33,700000 a 0,655000 a
2,00 4,107500 a 24,715000 a 0,512500 a
4,00 6,200000 a 22,467500 a 0,515000 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Ocorreu ainda, um aumento significativo no numero de estomatos
presentes na face adaxial da folha (Tabela 3; Figura 5) além do aumento no
numero de feixes vasculares, nestas concentracdes em relagdo aos tratamentos
com concentragdes menores do que 2,0 mg L™ (Tabela 1; Figura 4). O aumento
no niimero de estdmatos faz com que a captagdo de CO, possa ser aumentada, o
que ¢é favoravel ao processo fotossintético da planta, principalmente em uma
condi¢do onde a transpiracdo aumentada por essa maior densidade de estdmatos
ndo seja limitante, como ¢ o caso de plantas crescidas em ambientes aquaticos,
como estudado neste trabalho. Além disso, um maior numero de feixes
vasculares presentes na folha permite a melhor distribuicdo e escoamento da
maior quantidade de fotoassimilados produzidos em uma condigdo de maior
absorcdo e assimilagdo de carbono, colaborando para a melhor distribuicdo de
energia fonte-dreno nas plantas sob essas condi¢Oes. Essas caracteristicas
adaptativas de tolerancia a um determinado estresse, causado pela presenca do

arsénio, visa manter o processo fotossintético da planta como em condigdes

A
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Tabela 3 Caracteristicas anatomicas da epiderme das folhas de Brachiaria
arrecta, sob diferentes concentragdes de As em solugdo. DP =
didmetro polar; DEQ = didmetro equatorial; DE = densidade
estomatica (estomatos por mm?)

Arsénio Face Adaxial Face Abaxial
(mg LY DP DEQ DE DP DEQ DE
(um) (um) (um) (um)

0,00 29,75 a 7,13 a 117,17 b 32,83 a 7,25b 124,71 a
0,25 28,50 a 7,17 a 123,42 b 32,21a 7,88 a 114,54 a
0,50 2942 a 7,86 a 126,75 b 32,58 a 8,29 a 108,33 a
1,00 27,92 b 7,79 a 139,84 a 31,29 b 8,46 a 110,42 a
2,00 27,63 b 7,29 a 145,04 a 30,79 b 829a 109,33 a
4,00 26,83 b 7,03 a 146,63 a 30,63 b 829 a 119,00 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05
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Figura 5 Secg¢des paradérmicas da face adaxial de folhas de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de As em solucdo. (A= 0,0; B=0,25; C=0,50; D=
1,0; E=2,0 e F=4,0 mg L" de As). Barra = 50pm

Estudos de Maranho et al. (2006), envolvendo a espécie Podocarpus
lambertii sob contaminagdo por petroleo e de Grisi et al. (2008), com uma
cultivar resistente de café sob estresse hidrico, afirmam que maior densidade

estomatica visa manter a captacdo de CO, quando o didmetro polar dos mesmos
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¢ menor, mantendo as condicdes para uma mesma taxa fotossintética,
corroborando os dados encontrados.

O comportamento foi semelhante ao do nimero de estdmatos para o
nuimero de conjuntos e a area dos conjuntos de células buliformes, os quais
aumentaram significativamente até a concentragdo de 1,0 mg L de As (Tabela
I; Figura 4), o numero e a area das células buliformes reduziram
significativamente em relag@o aos tratamentos das menores concentragoes de As,
ficando semelhantes estatisticamente ao tratamento na auséncia de As (Tabela 1;
Figura 4).

As células buliformes, presentes em Poaceae, sdo responsaveis pelo
dobramento da folha, em condigdes de maior intensidade luminosa, como forma
de evitar a transpiragdo excessiva das mesmas, mantendo as condi¢des hidricas
necessarias ao processo fotossintético. Brito e Rodella (2002), ao estudarem
duas espécies do género Brachiaria, destacaram a importancia destas células no
dobramento das folhas dessas plantas, corroborando com os dados encontrados.

Para a face adaxial das folhas a partir da concentragdo de 1,00 mg L' de
As, houve um aumento significativo na densidade estomatica em comparagao
com as menores concentragdes, como forma de compensar a diminuigdo
significativa no didmetro polar dos mesmos nestas concentragdes, de forma a
garantir a captagdo necessaria de CO, ao processo fotossintético (Tabela 3;
Figura 5), colaborando para a manutencao da taxa fotossintética das plantas sob
condicdes de elevadas concentragdes de As (Tabela 2).

Na face abaxial das folhas de B. arrecta sob concentragdes de As, a
epiderme ndo teve modificagdes significativas com relagdo a densidade
estomatica, embora o diametro polar dos estomatos tenha diminuido
significativamente a partir da concentragdo de 1,00 mg L™ de As, com relagio as

menores concentragdes testadas. A face adaxial, por estar diretamente exposta as
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condi¢des de radiagdo solar, tende a responder mais as alteragcdes ambientais, do

que a face abaxial.

l’

T

Figura 6 Secgdes paradérmicas da face abaxial de folhas de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de As em solugdo. (A= 0,0; B= 0,25; C= 0,50;
D=1,0; E=2,0 e F=4,0 mg L'de As). Barra = 50pm

Portanto, este comportamento indica plasticidade anatomica nas folhas
de B. arrecta em condi¢des de exposicdo ao As nas concentragdes testadas,
indicando a tolerancia desta espécie ao elemento em questio.

Com relag@o a anatomia radicular, o cilindro vascular, manteve-se com o
niumero de vasos de metaxilema estatisticamente semelhante, ¢ 0s mesmos nao
apresentaram diferengas significativas em seu didmetro em relagdo ao
tratamento sem adigio de As na solugdo, até a concentragio de 1,0 mg L™ de As
(Tabela 4; Figura 7), indicando que o fluxo de nutrientes e do As para a parte
aérea ndo foi afetado. No entanto, a partir da concentragdo de 2,0 mg L' de As,
o numero de vasos de metaxilema, bem como o seu didmetro diminuiram
significativamente com relagdo a todas as outras concentragdes testadas (Tabela

3; Figura 7), indicando que esta modificacdo pode ter sido no sentido de se
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evitar a translocacdo excessiva de As nas maiores concentracdes testadas, como

forma de protegao dos tecidos fotossintéticos, presentes na parte aérea.

Tabela 4 Caracteristicas anatomicas radiculares de Brachiaria arrecta, sob
diferentes concentragdes de As em solugdo. EP = espessura da
epiderme; EX = espessura da exoderme; EN = espessura da
endoderme; PA = porcentagem de aerénquimas em relagdo ao cortex;
NV = nimero de vasos de metaxilema; DV = didmetro de vasos de
metaxilema; IVC = indice de vulnerabilidade do sistema vascular
(indice de vulnerabilidade de Carlquist)

Arsénio EP EX EN PA NV DV IvC
(mg L) (Um) (um) (um) (%) (um) (%)
0 16,60a 1240d 520f 31,20a 800a 5200a 650a
0,25 1340b  18,60c 920e 3240a 8,00a 5240a 6,55a
0,5 980c  2620b 10,80d 28,60a 8,00a 5160a 645a
1 680d  27,00b 13,60c 30,60a 8,00a 50.80a 635a
2 660d  2840b 1600b 29,20a 6,00b 41,40b  690a
4 0,00e  3500a 19,60a 28.,60a 6,00b  3860c 643a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

O indice de wvulnerabilidade de Carlquist (IVC), ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa para quaisquer das concentragdes
testadas, indicando que a redug@o no numero de vasos de metaxilema e em seu
concentracdes testadas, ndo comprometendo o fluxo de seiva bruta. Segundo
Denardi e Marchiori (2005), um maior [VC, indicaria uma maior vulnerabilidade
do sistema de conduc¢ao de seiva bruta da planta, por maior riso de ocorréncia de
embolia. No entanto, a ndo alteragdo do IVC nas condigdes testadas, colabora

para o fluxo de seiva bruta como em condig¢des de auséncia de As.

- [ [U21] Comentario: manteve ]
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Figura 7 Sec¢des transversais do cilindro central das raizes de Brachiaria
arrecta, sob diferentes doses de As em solugdo. (A= 0,0; B= 0,25;
C=0,50; D=1,0; E=2,0 e F=4,0 mg L de As). Barra = 50um

A exoderme e a endoderme aumentaram significativamente o
espessamento de acordo com o aumento nas concentragdes de As em solucdo, no

caso da endoderme até a concentragdo de 2,0 mg L' de As (Figuras 9 e 10), o

- { [U22] Comentario: para

excessiva deste elemento, sendo consideradas caracteristicas que conferem a
espécie Brachiaria arrecta tolerdncia ao As nas concentragdes testadas. No
tratamento com adigdo de 4,0 mg L' de As (Figura 10) pode-se observar, que a
organizacdo das células da endoderme ndo exibiram comportamento similar aos
tratamentos com menores concentragdes de As, ocorrendo o desarranjo das

células da endoderme, o que pode indicar inicio de toxicidade, causada pelo As.
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Figura 8 Secgdes transversais do cortex das raizes de Brachiaria arrecta, sob
diferentes doses de As em solu¢do. (A= 0,0; B=0,25; C=0,50; D=1,0;
E=2,0 e F=4,0 mg L' de As). Barra = 50um

Estudos realizados por Oliveira (2010), com a espécie macrofita
aquatica, Pistia stratiotes (alface d’agua), apresentaram aumento significativo
nas espessuras da exoderme e endoderme diretamente proporcionais as
concentragdes crescentes de Cd e Pb e as mesmas concentragdes de As testadas
nesta pesquisa, indicando que essas barreiras anatdmicas funcionam como
mecanismos de tolerancia da espécie estudada a estes poluentes, podendo ser
utilizada para a extragdo dos mesmos, sendo empregada em programas de
fitorremediagdo, corroborando com os dados encontrados.

A epiderme foi reduzida significativamente de acordo com o aumento
das concentragdes de As testadas, sendo que na concentragio mais alta (4 mg L™
de As) ela foi totalmente degradada, apenas com algumas paredes remanescentes

aderidas a exoderme (Tabela 3; Figura 9).



57

Figura 9 Seccdes transversais da epiderme e da exoderme das raizes de
Brachiaria arrecta, sob diferentes doses de As em solugdo. A= 0,0;
B= 0,25; C= 0,50; D= 1,0; E= 2,0 ¢ F= 4,0 mg L" de As. Barra=
20pm

Segundo Oliveira (2010) em espécies aquaticas, submetidas ao estresse
por contaminacdo de metais pesados, ha a tendéncia de que a epiderme seja
substituida pela exoderme, ocorrendo de acordo com o aumento na concentragio
dos poluentes, devido a necessidade do espessamento deste filtro bioldgico,
como forma de impedir a absor¢do excessiva dos metais, a qual teria a¢des
toxicas a planta, ocasionando o rompimento da epiderme e assumindo também o
papel de protecdo contra o meio externo.

Estes resultados corroboram com os encontrados para Brachiaria
arrecta, sob contaminagdo de As, indicando que a mesma tem a capacidade de
substitui¢do da epiderme pela exoderme, no intuito de que sejam aumentadas as

barreiras anatdmicas, demonstrando estratégia de tolerancia ao As.
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Figura 10 Seccdes transversais da endoderme das raizes de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de As em solugdo. A= 0,0; B= 0,25; C= 0,50;
D=1,0; E=2,0 e F=4,0 mg L de As. Barra =20um

Os resultados das analises fotossintéticas demonstraram que nao houve
diferenga significativa nas diferentes concentragdes de As testadas para a taxa
fotossintética, condutincia estomatica e transpiragdo, indicando que as
modificagdes anatdmicas apresentadas no topico anterior, permitem que a
mesma tenha plasticidade morfologica nessas condigdes, sendo tolerante a
contaminagdo de As sob as concentracdes testadas.

A auséncia de modificacGes significativas para a condutancia estomatica
(Tabela 2) pode ser explicada pelo aumento significativo na densidade
estomatica observada na face adaxial das folhas de B. arrecta. Isso compensou o
menor tamanho dos mesmos, ocasionado pelo menor didmetro polar dos
estdmatos encontrados nas mesmas concentragdes em ambas as faces, adaxial e
abaxial (Tabela 3; Figura 5), contribuindo para a manuten¢io da taxa

fotossintética (Tabela 2).
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A transpira¢do manteve-se inalterada ao longo dos tratamentos, devido o
fato de todas as plantas terem sido cultivadas em solug@o nutritiva o que ndo

determina uma condi¢@o ambiental que favorega a transpiragdo excessiva.

3.2 Analises de crescimento

Com relagdo as caracteristicas do crescimento da B. arrecta em
concentragdes de As, na maior concentracio testada (4,00 mg L™ de As), a 4rea
foliar foi significativamente menor do que nas demais concentragdes, bem como
o numero de folhas produzidas no periodo experimental, o que
consequentemente ocasionou a redu¢do na massa seca total encontrada também
nessa concentragdo (Tabela 5). Porém, a relagdo entre a massa seca foliar ¢ a
area foliar, ou seja, a area foliar especifica, ndo foi significativamente diferente
na concentragdo de (4,00 mg L de As), em relagio as demais, demonstrando
que ndao houve diferenga entre as concentragdes testadas na alocagdo da
biomassa da folha por unidade de 4rea. Esse comportamento reflete que,
independente da concentragdo testada, o As ndo provocou alteragdes na
produgdo da biomassa foliar e na conservagdo de nutrientes (Tabela 5), a qual
pode ser atribuida como caracteristica de tolerancia.

Em estudos realizados com salvinia e aguapé sob contaminagdo por
Cadmio (OLIVEIRA et al., 2001), as taxas de crescimento relativo decresceram
intensamente com o aumento da concentracdo do contaminante Cd na solugdo
nutritiva, indicando a toxicidade deste metal nas concentra¢des testadas a estas
plantas. Portanto, a auséncia de diferencas significativas para a taxa de
crescimento relativa de B. arrecta sob concentra¢des de As, indica tolerancia
desta espécie a este contaminante nas concentragdes testadas.

As diferentes concentragdes testadas também ndo causaram

modificagdes significativas na taxa de crescimento relativo das plantas, ¢ na
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razdo de area foliar (Tabela 5), o que unido a alocagdo de recursos da plantas
para a biomassa foliar ndo alterada significativamente, representada pela area
foliar especifica, contribui para que a taxa assimilatoria liquida permanecesse
estatisticamente semelhante em todas as concentragdes testadas de As (Tabela
5), indicando plasticidade fisiolégica das plantas de B. arrecta sob estas

condigoes.

Tabela 5 Caracteristicas de crescimento de plantas de Brachiaria arrecta
submetidas a diferentes doses de As em solugdo nutritiva. MS =
massa seca total; AF = area foliar; NF = niimero de folhas produzidas
no periodo; TCR = taxa de crescimento relativo; RAF = razao de area
foliar; TAL = taxa assimilatoria liquida; AFE = area foliar especifica

As MS AF NF TCR  RAF TAL AFE
mglh)  (g) (cm?) (gdia) (gem?) (gdia’em?) (gem?)

0,00  1,676a 15326a 1350a 00432 6563a 2,897 a 220,295 a
025  1915a 16289a 1600a 0049a 6563 3285a 227321a
0,50  1,524a 12501a 1500a  0038a  60,07a 2,330 213,804 a
1,00 1,850a 157,72a  20,17a  0,047a 6754a 32082 246,025 a
200  1,650a 1346la 1367a 00422  6438a 2,942 2 246,359 a
400 1,027b_9731b__ 0817b _ 002la _ 70.76a 1,641 a 269,708 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

As variaveis TCR, RAF e TAL nos estudos de Alves et al. (2003)
apresentaram um decréscimo significativo na presenca de Cu em aguapé, em
relacdo ao tratamento com a presenca de Cu, indicando a toxicidade do Cu,
pelos efeitos apresentados nos indices de crescimento e desenvolvimento do
aguapé submetido a este elemento, o que nio foi percebido no presente estudo,

indicando tolerancia da B. arrecta ao As.
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3.3 Andlise do contetido de DNA nuclear

Os resultados relacionados a quantificagdo de DNA por citometria de
fluxo ndo apresentaram diferengas significativas entre os tratamentos testados ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott Knott (Tabela 6, Figura 11).

Tabela 6 Quantificagio de DNA em plantas de Brachiaria arrecta submetidas
ao As em solugdo — UFLA, 2011

Arsénio Contetido de DNA

(mg L) (p2)
0,00 2,210000 a
0,25 2,136667 a
0,50 2,110000 a
1,00 2,150000 a
2,00 2,100000 a
4,00 2,086667 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

PFiro G1 ds padria de Referénria
Ervilha= (opg de DNA

Pico G1 ds smartia

— . . e

[.-I-rn.".nwa
Figura 11 Histograma de citometria de fluxo para quantificagdo de DNA da
Brachiaria arrecta, sob diferentes concentragdes de As em solugdo.
UFLA, 2011



62

Portanto, os resultados encontrados no presente estudo, em B. arrecta
indicam que o As nas concentragdes testadas ndo provocou danos ao contetido
de DNA. Esta avaliagdo, no entanto, ndo permite constatar se o As provoca

danos cromossomicos.
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4 CONCLUSAO

-1 [U23] Comentario: Sugiro:
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, . A Brachiaria....

bem como fisiolégica na presenca de arsénio, contudo, sem modificagdes
significativas no conteudo de DNA.

A espécie B. arrecta, ndo demonstra inibi¢ao do crescimento ou taxas de
trocas gasosas na presenga de arsénio, e as modificagdes anatdmicas encontradas
ndo ilustram sinais de toxicidade.

B. arrecta demonstra tolerincia para o arsénio nas concentragdes

testadas.
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ARTIGO 2 Mecanismos anatdmicos e fisiolégicos de plantas de braquiaria
do brejo (Brachiaria arrecta (Hack.) Stent.), para a
tolerancia a contaminacéo por cadmio (Cd)
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RESUMO

Em muitas areas industriais de mineragao e agricolas tem-se observado o
aumento da deposi¢do de elementos toxicos no meio aquatico, como os metais
pesados. Neste contexto, novas propostas economicamente e ecologicamente
vidveis para a remocao desses elementos devem ser apresentadas, e dentre elas
encontra-se a fitorremediagdo que utiliza as plantas para realizar esta tarefa. Para
isso € necessario o conhecimento sobre a tolerancia de diferentes espécies de
plantas a esses elementos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas anatomicas foliares, radiculares, e as trocas gasosas, de
crescimento e desenvolvimento em plantas de Brachiaria arrecta sob diferentes
doses de Cd, visando a deteccdo de mecanismos que proporcionem a provavel
tolerancia dessa espécie a este contaminante, possibilitando a indicagdo da
mesma para programas de fitorremedia¢do de efluentes contaminados por este
metal pesado. LAS plantas de B. arrecta foram cultivadas em casa de vegetacdo
nutritiva de Hoagland contendo concentragdes de caddmio (Cd), nas
concentracdes de 0,0; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 6,4 mg L Apds 21 dias de
experimento foram coletadas as plantas para a realiza¢do de analises anatdmicas
e as analises de crescimento. As analises feitas pelo IRGA foram realizadas
também aos 18 dias do inicio do experimento. O delineamento utilizado foi DIC,
com seis repeti¢des, os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste
de Scott-Knott para P<0,05. Pelo motivo da espécie B. arrecta apresentar
sintomas de toxicidade nas maiores doses testadas para o Cd, pode ser
considerada como bioindicadora da poluicdo por este contaminante. A espécie
possui caracteristicas plasticas anatdmicas e fisiologicas, ndo sendo suficientes
para causar a senescéncia das plantas, demonstrando seu potencial uso para a
aplicagcdo em programas de extragdo de Cd de ambientes aquaticos.

Palavras-chave: Brachiaria arrecta. Fitorremediacdo. Anatomia vegetal.
Cadmio.
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1 [U24] Comentario: As plantas

de B. arrecta foram cultivadas
varios dias em casa de vegetagdo
para reprodugéo clonal.

Favor analisar

{ [U25] Comentario: serem
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ARTICLE 2: ANATOMICAL AND PHYSIOLOGICAL MECHANISMS
OF PLANTS FROM BRACHIARIA OF THE SWAMP (Brachiaria arrecta
(Hack.) Stent.) TOLERANCE FOR CONTAMINATION BY CADMIUM
(Cd)

ABSTRACT

In many industrial areas, mining and agriculture has been observed to
increase the deposition of toxic elements in the aquatic environment, such as
heavy metals. In this context, new proposals economically and ecologically
viable for the removal of these elements should be presented, and among them is
the phytoremediation which uses plants to accomplish this task. This requires
knowledge about the tolerance of different plant species to these elements. This
study had as objective to evaluate the anatomical characteristics of leaf, root, and
gas Exchange of growth and development in plants of Brachiaria arrecta under
different levels of Cd, in order to detect the probable mechanisms that provide

[U26] Comentario: Favor
verificar o termo para efluentes

reproduction. After the clones were grown in Hoagland nutrient solution
containing concentrations of cadmium (Cd), at concentrations of 0.0; 0.4; 0.8;
1.6;3.2and 6.4 mg L.

After 21 days of the experiment the plants were collected for anatomical and of
growth analysis.

The analysis by the IRGA were also carried out at 18 days from the beginning of
the experiment. The experimental was completely randomized design, with six
replicates, the data were subjected to analysis of variance and Scott-Knott test P
<0.05. By reason of the species B. arrecta present symptoms of toxicity in the
highest doses tested for Cd, can be considered as bioindicators of pollution by
this contaminant. The species has plastic characteristics anatomical and
physiological, not being sufficient to cause senescence of plants, demonstrating
their potential use for application in programs to extract Cd from aquatic
environments.

days
Favor verificar

[U27] Comentario: Ou many

Keywords: Brachiaria arrecta. Phytoremediation. Plant anatomy. Cadmium.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas aquaticos contaminados por metais pesados
provenientes de atividades industriais e agricolas podem ser depurados por meio
de processos fisicos e quimicos, os quais os custos sdo elevados. Como
alternativa a estes recursos tem-se utilizado a técnica de fitorremediagdo, pela
qual ¢ possivel obter a remoc¢ao destes contaminantes a baixo custo e aplicado a
extensas areas, pois baseia-se na utilizagdo de plantas para a remogdo dos
contaminantes (GRATAO et al., 2005).

Por ser um elemento modvel e toxico, o Cd apresenta elevado potencial
de risco ambiental, especialmente em regides com elevado nimero de inddstrias
com curtimento e beneficiamento de couro, justificando estudos que contribuam
para o desenvolvimento de técnicas que visem a recuperagdo de ambientes
aquaticos contaminados por este metal (MARQUES et al., 2011).

Por sua vez, as espécies vegetais, quando submetidas a condi¢des de
contaminacdo por metais pesados, como ¢ & caso da exposi¢cio ao Cd,
apresentam uma série de distirbios fisiologicos e estruturais que devem ser
estudados para determinar e identificar plantas que sejam tolerantes a esta
exposicao ao Cd, elucidando se ¢ vidvel que as mesmas sejam aplicadas com
esta técnica (MARQUES et al., 2011; MUFARREGE; HADAD; MAINE,
2010).

Em muitos estudos de fitorremediagao, as macrofitas aquaticas tém sido
utilizadas como extratoras de poluentes encontrados em ambientes aquaticos
(SKINNER; WRIGHT; PORTER-GOFF, 2007), sendo preferencialmente
indicadas. Uma das espécies mais amplamente encontrada em nosso pais, nesse
tipo de ambiente ¢ a Brachiaria arrecta, a qual possui rapida propagagéo
vegetativa e alta producdo de biomassa (MARTINS et al., 2003; MARTINS et
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al., 2008), possuindo portanto, potencial para a remog¢do de contaminantes dos
ecossistemas aquaticos.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar as
caracteristicas anatomicas foliares e radiculares, as caracteristicas de trocas
gasosas e de crescimento e desenvolvimento de plantas de Brachiaria arrecta
sob diferentes concentragcdes de Cd, visando a deteccdo de mecanismos de
tolerdncia dessa espécie a este contaminante, possibilitando a indicagcdo da
mesma para programas de fitorremediacdo de efluentes contaminados por este

metal pesado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal (Brachiaria arrecta) foi realizada as
margens da Represa do Funil, localizada no municipio de Lavras — MG (44° 55’
W; 21° 05” S). Posteriormente, as plantas foram lavadas em agua corrente com a
finalidade de eliminacdo de impurezas e selecionadas quanto ao tamanho. Para o
periodo de aclimatizacdo, as plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, em
bandejas plasticas com capacidade para 20L, contendo solugdo nutritiva de

Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% da forga idnica total.

2.2 Montagem dos experimentos

Posteriormente ao periodo de aclimatizagdo, no dia 02 de maio de 2011,
as plantas selecionadas quanto ao tamanho, foram repassadas para bandejas
plasticas com capacidade de 4L (Figura 1) contendo solugdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) como aplicada para a aclimatizagdo, adicionada das
concentragdes de Cd: 0; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; ¢ 6,4 mg L', na forma de Cd (NO3), .
4H,0.
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Figura 1 Plantas de Brachiaria arrecta, submetidas aos tratamentos de Cd,
dispostas em delineamento inteiramente casualizado com seis
repeticdes com trés plantas por bandeja

As concentragdes aplicadas nos tratamentos foram calculadas com base
na Resolugdo n° 357, de 17 de marco de 2005, a qual apresenta como valor
maximo permitido total para langamento de efluentes em corpos d’agua doce de
02 mg L' de Cd (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE -
CONAMA, 2005 apud OLIVEIRA, 2010). As concentragdes de Cd com
excecdo ao controle foram proporcionais a 100, 200, 400, 800 e 1600 vezes a
concentragdo maxima permitida.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
caracterizado por seis tratamentos e seis repeti¢des, cada um caracterizado por

uma bandeja composta de trés plantas. O experimento foi conduzido por um

A
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2.3 Andlises anatdmicas

Para a realizacdo das andlises anatomicas das raizes foi coletada uma
planta de cada uma das seis repeti¢des por tratamento. Para andlise da anatomia
foliar, foi coletada a segunda folha expandida de uma planta de cada uma das
seis repeticdes presentes em cada um dos tratamentos. Imediatamente apos a
coleta, os 6rgaos vegetativos foram fixados em formaldeido, etanol 70% e 4cido

acético glacial (F.A.A.

repassadas para etanol 70° G.L. (JENSEN, 1962). As amostras coletadas foram
emblocadas em historesina segundo a metodologia proposta por O'Brien, Feder
e Mc Cully (1964).

Cortes transversais foram realizados em microtomo de deslizamento na
zona pilifera das raizes e na regido mediana de folhas completamente
expandidas das plantas. Apos realizados os cortes, as secgdes foram coradas
com azul de toluidina 1% e montados em ldminas permanentes com balsamo do
Canada. Também foram realizadas secgdes, cortes paradérmicos na regido
mediana das faces abaxial e adaxial das folhas completamente expandidas de
plantas sendo corados com Safranina 1% segundo metodologia de Burger e
Richter (1991). Foram confeccionadas laminas semipermanentes em glicerina a
50% e realizada a vedacdo das laminas com resina de nitrocelulose.

Para o estudo da anatomia quantitativa foram feitas fotomicrografias
com auxilio de uma camera digital OLYMPUS U-TV1X-2, acoplada ao
microscopio OLYMPUS CX41 e com o auxilio do software BEL View, as quais
foram posteriormente analisadas no software para analise de imagens
UTHSCSA-Imagetool, medindo-se as caracteristicas quantitativas dos tecidos
em trés laminas por repeticdo, sendo contabilizados cinco cortes por lamina e

quatro campos por corte.
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Foram analisadas nas raizes, as espessuras da epiderme, exoderme e
endoderme. A porcentagem de aerénquima no cortex foi determinada por meio
da area total do cortex segundo Pereira et al. (2008), e o somatdrio das areas
individuais dos aerénquimas. O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC =
diametro dos elementos traqueais/nimero de elementos traqueais) foi calculado
segundo Carlquist (1975). Ainda com relacdo as raizes, foram analisados o
numero e o didmetro dos vasos do metaxilema.

Na anatomia das folhas foi calculada a densidade estomatica (nimero de
estomatos por mm’) e foram medidos os didmetros polares e equatoriais dos
estomatos das faces adaxial e abaxial das folhas. Nos cortes transversais foram
medidas as espessuras da epiderme das faces adaxial e abaxial, parénquima
clorofiliano e pelo somatdrio dos mesmos foi determinada a espessura do limbo
foliar. Foram também contados os conjuntos de células buliformes por mm da
seccao da folha e também medido a area destes conjuntos, bem como contados o

numero de feixes vasculares por mm? de folha.

2.4 Analises fotossintéticas e de crescimento

Ao décimo quinto dia do periodo experimental foram avaliadas em
folhas completamente expandidas (cinco plantas por tratamento) as seguintes
caracteristicas de trocas gasosas foliares das plantas: a taxa fotossintética (A), a
condutancia estomatica (g;) e a transpiragdo (E), com o uso do analisador de
trocas gasosas por infravermelho (IRGA) modelo Modelo ADC — LCA - 4
(Hoddesdon, UK). As analises foram realizadas a partir das 10h da manha, com
uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos fixados no aparelho
para 1.000 pmol m™s™ (PEREIRA et al., 2011).

A taxa de crescimento relativo (TCR) do sistema radicular e da parte

aérea das plantas foi avaliada. A razdo de area foliar (RAF), a taxa assimilatoria
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liquida (TAL) e a area foliar especifica (AFE) foram realizadas pelo método
proposto por Hunt, Causton e Shipley (2002), a partir da massa seca de raiz,
caule e folhas obtidas por meio de pesagem em balanga analitica e da area foliar
(AF) analisada a partir de fotografias digitais de todas as folhas das plantas no
software de analise de imagens UTHSCSA-Imagetool.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos as analises de variancia e ao teste de Scott-

Knott, a 5% de probabilidade, com auxilio do software estatistico Sisvar.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises anatdmicas

Com relagdo as analises anatdmicas referentes a folha, o limbo foliar
teve sua espessura significativamente reduzida em relagdo ao tratamento sem
adi¢do de Cd na solugdo, na concentragdo de 0,4 mg L' de Cd (Tabela 1). Nas
concentragdes de 0,8 e 1,6 mg L™ de Cd a espessura do limbo foliar foi também
reduzida significativamente em relacdo a concentragdo anterior € ndo apresentou
diferencas significativas entre elas. Nas maiores concentra¢des testadas (3,2 e
6,4 mg L' de Cd), também ndo houve diferengas significativas entre elas com
relacdo a espessura do limbo foliar, porém as espessuras encontradas foram
menores que nos demais tratamentos, demonstrando que o aumento nas
concentracdes de Cd em solugdo promoveu uma menor espessura do limbo
foliar (Tabela 1; Figura 2).

As menores espessuras encontradas de acordo com o aumento nas
concentragdes de Cd em solugdo sdo devidas a menor espessura da epiderme da
face adaxial e do mesofilo, visto que, para a epiderme adaxial manteve sua
espessura estatisticamente inalterada até a concentragdo de 1,6 mg L de Cd,
sendo que na concentragio de 3,2 mg L' de Cd a espessura foi
significativamente menor que nas demais concentracdes mais baixas testadas e
por sua vez estatisticamente maiores do que as encontradas na concentragdo de
6,4 mg L' de Cd, concentragio na qual foi observada a menor espessura da

epiderme adaxial (Tabela 1; Figura 2).
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Tabela 1 Caracteristicas anatomicas das folhas de Brachiaria arrecta, sob
diferentes doses de cddmio (mg L-1) em solugdo. tEAD = espessura
da epiderme Adaxial; EAB = espessura da epiderme abaxial; PC =
espessura do parénquima Clorofiliano; Limbo = espessura do limbo B
Foliar; N° CCB = numero de conjuntos de células buliformes;
ACCB = area dos conjuntos de células buliformes (mm-1 folha);
FV= numero de feixes vasculares

As EAD EAB PC Limbo o ACCB
mgl?  (um) gm) m)  m) VP ey BV

0 13,95a 13,25a 133,78 a 161,18 a 484b 2756,93 b 5,38b

0,4 13,40 a 10,53 b 112,91b 136,84 b 430b 3211,64 a 5,32b

0,8 12,58 a 13,40 a 87,90 ¢ 113,88 ¢ 480b 3375,07 a 6,99 a
1,6 12,63 a 10,27 b 89,74 ¢ 112,64 ¢ 484b 1286,22 d 591a

32 1191b 737 ¢ 78,70 d 97,98 d 484b 1901,11 ¢ 6,45a

6,4 921c 9,04 b 66,60 ¢ 84,85d 591 a 1742,25 ¢ 6,98 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Figura 2 Secgdes transversais do limbo das folhas de Brachiaria arrceta, sob
diferentes doses de Cd em solu¢do. A= 0,0; B= 0,4; C= 0,8; D= 1,6;
E=3,2 ¢ F=6,4 mg L"' de Cd. Barra = 50um

Para o mesofilo, a espessura foi significativamente menor na
concentragdo de 0,4 mg L' de Cd em relagio ao tratamento sem Cd, que por sua

vez fol estatisticamente maior que nos demais tratamentos. Para as
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concentragdes de 0,8 e 1,6 mg L™ de Cd a espessura do mesofilo nio foi alterada
significativamente, porém foi maior do que nas maiores concentra¢des testadas
(3,2 ¢ 6,4 mg L' de Cd). Na maior concentragio testada (6,4 mg L de Cd) a
espessura do mesofilo foi a menor (Tabela 1; Figura 2).

A espessura da epiderme da face abaxial foi menor estatisticamente nos
tratamentos de maiores concentragdes (1,6; 3,2 ¢ 6,4 mg L™ de Cd), em relagdo
ao tratamento controle (auséncia de Cd), bem como no tratamento de 0,4 mg L'
de Cd, somente permaneceu estatisticamente inalterada na concentracdo de 0,8
mg L™ de Cd.

A menor espessura do limbo foliar, ocasionada pela menor espessura da
epiderme das faces adaxial e abaxial e do mesofilo nas maiores concentracdes de
Cd, indica que o metal afetou a formagdo destes tecidos, demonstrando

toxicidade do mesmo, afetando o desenvolvimento dos tecidos, mas ndo o

menor area desses conjuntos encontrados nessa concentragdo ¢ na concentragao
de 32 mg L' de Cd. A éarea dos conjuntos de células buliformes foi
significativamente menor nas maiores concentragdes de Cd testadas (1,6; 3,2 e
6,3 mg L' de Cd) em relagdo a auséncia de Cd e as concentragdes de 0,4 ¢ 0,8
mg L™ de Cd.

Brito e Rodella (2002), ao estudarem duas espécies do género
Brachiaria, destacam a importincia destas células no dobramento das folhas
estudo.

O numero de feixes vasculares nas folhas foi maior na presenca de Cd a
partir da concentragdo de 0,8 mg L™, indicando plasticidade anatémica. Isso

acarreta uma translocagdo mais eficiente de fotoassimilados nas situagdes em
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que o mesofilo apresentou menor espessura, colaborando para uma maior
eficiéncia na distribui¢do de fotoassimilados, nas situa¢des onde sua produgio ¢é
mais critica devido a menor espessura dos tecidos especializados, ocasionada
pela presenca de maiores concentragdes de Cd.

Os diametros equatoriais dos estomatos presentes na face adaxial ndo
apresentaram diferencas significativas. Ja para os didmetros polares, os
diametros foram menores estatisticamente apenas nas concentragdes de 3,2 ¢ 6,4
mg L de Cd, nas quais a densidade estomética foi estatisticamente maior que
nas demais concentragdes testadas (Tabela 2; Figura 3). A maior densidade
estomatica encontrada nestas concentragdes em que foram encontrados os
menores didmetros polares ¢ uma caracteristica que permite a compensagdo da

entrada de CO, em uma situacdo em que esta seria prejudicada.

Tabela 2 Caracteristicas anatomicas da epiderme das folhas de Brachiaria
arrecta, sob diferentes concentracdes de Cd em solugdo. DP =
diametro polar; DEQ = didmetro equatorial;, DE = densidade

estomatica
Cadmio Face Adaxial Face Abaxial
(mg L™ DP DEQ DE DP DEQ DP
(um) (um) (um) (um) (um)

0,00 30,75 a 8,38 a 120,38 b 30,46 a 8,38 a 117,79 a
0,40 30,55a 7,79 a 121,32 b 31,27 a 8,56 a 119,23 a
0,80 29,65 a 8,03 a 123,19b 30,76 a 8,78 a 117,27 a
1,60 29,78 a 8,42 a 126,18 b 30,89 a 8,39a 118,34 a
3,20 27,63 b 7,87 a 159,51 a 31,91 a 8,22 a 115,15a
6,40 26,83 b 7,57 a 148,33 a 32,67 a 8,15a 117,44 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Estudos de Maranho et al. (2006), envolvendo a espécie Podocarpus
lambertii sob contamina¢do por petrleo e de Grisi et al. (2008), com uma
cultivar resistente de café sob estresse hidrico, afirmam que uma maior
densidade estomadtica visa manter a captagdo de CO, quando o didmetro polar

dos mesmos ¢ menor, mantendo as condigdes para uma mesma taxa
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fotossintética, corroborando com os dados encontrados. Nao foram encontradas
diferencas significativas para os didmetros polares, equatoriais € para a
densidade de estdmatos para a epiderme na face abaxial da folha (Figura 4;
Tabela 2). Soares et al. (2005), relatam que pela exposigdo direta a luz, a face

adaxial das folhas pode ser mais afetada do que abaxial, corroborando com os

dados encontrados.

Figura 3 Sec¢des paradérmicas da face adaxial de folhas de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de Cd em solugdo. A= 0,0; B= 0,4; C= 0,8; D=
1,6; E=3,2 e F= 6,4 mg L' Barra= 50um



Figura 4 Secg¢des paradérmicas da face abaxial de folhas de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de Cd em solugdo. A= 0,0; B= 0,4; C= 0,8; D=
1,6; E=3,2 ¢ F= 6,4 mg L. Barra = 50pum

Portanto, este comportamento indica que o Cd ocasiona sintomas de
toxicidade nas folhas de B. arrecta em condigdes de exposicdo ao Cd nas
concentragdes testadas, indicando que com o aumento das concentragdes a
tolerancia desta espécie ao elemento em questdo diminui.

Com relacdo a anatomia radicular, o cilindro vascular manteve-se com o
namero de vasos de metaxilema estatisticamente semelhante, e os mesmos nao
apresentaram diferengas significativas em seu diametro em relagdo ao
tratamento sem adi¢do de Cd na solucdo (Tabela 3; Figura 5), indicando que o
fluxo de nutrientes ¢ do elemento Cd para a parte aérea ndo foi afetado,
do desencadeamento dos sintomas de toxicidade causados pelas concentragdes

crescentes de Cd.

Tabela 3 Caracteristicas anatomicas radiculares de Brachiaria arrecta, sob
diferentes doses de Cd em solugdo. EP = espessura da epiderme, EX
= espessura de exoderme, ED = espessura da endoderme, H’AR =

A
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numero de vasos de metaxilema; DVMX = didmetro de vasos de
metaxilema; IVC =indice de vulnerabilidade do sistema vascular
(indice de vulnerabilidade de Carlquist)

Cadmio EP EX ED PAR N DVMX IVC

(mg L) (um) (km) (km) ) VMX  (um) (%)
0,00 16,5a 1808c  1239b 3348a 800a 66,18a 827a
0,40 1512a  27,66b  1740a  3140a 800a 6594a 824a
0,80 1639a 2825b  16,88a  30,62a 9,00a 6342a 704a
1,60 1227b  2854b  1740a  3187a 800a 6619a 827a
3,20 10,14b  2897b  1500a  3043a 800a 6675a 834a

6,40 10,03b  31,00a 16,98 a 29,18a  8,00a 6298a 7.87a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Figura 5 Secgdes transversais do cilindro central das raizes de Brachiaria
arrceta, sob diferentes doses de Cd em solugdo. A= 0,0; B=0,4; C=
0,8; D=1,6; E=3,2 ¢ F= 6,4 mg L' de Cd. Barra = 50pum

O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC), ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa para nenhuma das concentragdes
testadas, devido a auséncia de diferencas significativas dos didmetros e nimeros
de vasos de metaxilema, mantendo a seguranca na condutividade hidraulica para

todas as concentragdes testadas, ndo comprometendo o fluxo de seiva bruta.

1
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Segundo Denardi e Marchiori (2005), um maior IVC, indicaria uma maior
vulnerabilidade do sistema de conducdo de agua e nutrientes da planta, por
maior riso de ocorréncia de embolia. No entanto, a ndo alteragdo do IVC nas
condigdes testadas, colabora para o fluxo de dgua e nutrientes semelhantes na

auséncia ou presenga de Cd.

Figura 6 Secgdes transversais do cortex das raizes de Brachiaria arrceta, sob
diferentes doses de Cd em solugdo. A= 0,0; B= 0,4; C= 0,8; D= 1,6;
E=3,2 e F=6,4 mg L. Barra = 50um

A exoderme e a endoderme aumentaram significativamente o
espessamento nos tratamentos na presenca de Cd em relagdo ao tratamento sem
adicdo de Cd. No entanto, a espessura da endoderme nao apresentou diferencas
significativas na presenga de Cd. Ja o espessamento da exoderme nao diferiu
significativamente na presenga de Cd até a concentragio de 3,2 mg L™ de Cd, e
o maior espessamento foi encontrado na maior concentragio de Cd (6,4 mg L
de Cd) (Figuras 5, 6 e 7). O aumento da espessura destes tecidos indica que estes
funcionam como barreiras apoplasticas, que agem como filtros a absorcéo

excessiva de Cd, sendo consideradas estratégias de plasticidade anatomica, as
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quais conferem a espécie Brachiaria arrecta tolerancia ao Cd nas concentragdes
testadas.

Oliveira (2010) ao estudar a macroéfita aquatica, Pistia stratiotes, relatou
aumento significativo nas espessuras da exoderme e endoderme diretamente
proporcionais as concentragdes crescentes de Cd em solugdo, indicando que por
essas barreiras anatomicas funcionarem como mecanismos de tolerincia da
espécie estudada a estes poluentes, a mesma pode ser utilizada para a extragdo
destes metais pesados, sendo empregada em programas de fitorremediagdo,
corroborando com os dados encontrados. Marques et al. (2011) ao estudarem
plantas de eucalipto expostas ao Cd afirmam que o aumento em espessura deste
tecido pode representar menor translocacdo do Cd para a parte aérea, diminuindo
os efeitos toxicos deste metal ao sistema fotossintético.

A epiderme foi reduzida significativamente a partir da concentragdo de
0,8 mg L, sendo que a partir da concentragio de 1,6 mg L™ de Cd a espessura
da epiderme foi estatisticamente menor do que nas concentragdes anteriores,
porém estatisticamente semelhante a das concentragdes mais altas que foram

testadas (3,2 ¢ 6,4 mg L' de Cd) (Tabela 3; Figura 8).
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Figura 7 Secgdes transversais da epiderme e da exoderme das raizes de
Brachiaria arrecta, sob diferentes doses de Cd em solugdo. A= 0,0;
B=0,4;C=0,8;D=1,6; E=3,2e F=6,4 mg L. Barra = 20pm

A diminuigdo da espessura da epiderme pode indicar inicio de
toxicidade causada pelo Cd, indicando que em altas concentragdoes de Cd a
formagdo das células epidérmicas pode ser comprometida por toxicidade. Em
estudos realizados por Marques et al. (2011) verificaram que o Cd afetou
significantemente a espessura dos tecidos radiculares, e o mesmo autor afirma
que tanto as alteragdes de espessura quanto a constitui¢do quimica das barreiras
apoplasticas sdo adaptacdes importantes para a tolerancia das plantas a fatores
de estresse.

A porcentagem de aerénquimas no cortex ndo foi afetada pelas
diferentes concentragdes de Cd testadas, indicando que a permanéncia desta
espécie em ambientes aquaticos contaminados por Cd ndo afeta sua capacidade
de flutuagdo quanto a presenca de aerénquimas, que sao estruturas fundamentais

para a sobrevivéncia destas espécies vegetais na agua.
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Figura 8 Secc¢des transversais da endoderme das raizes de Brachiaria arrecta,
sob diferentes doses de Cd em solu¢do. A= 0,0; B= 0,4, C=0,8; D=
1,6; E=3,2 e F= 6,4 mg L' Barra= 20pm

3.2 Trocas gasosas e analise de crescimento

Os resultados das analises fotossintéticas demonstraram que ndo houve
diferenga significativa nas diferentes concentragdes de Cd testadas para a taxa
fotossintética, embora tenha ocorrido a menor espessura dos tecidos
fotossintéticos nas maiores concentracdes testadas, porém o niimero de feixes
vasculares responsaveis pela distribuicdo dos fotossintatos tenha aumentado, nas
maiores concentragdes (Tabela 4). A ndo alteracdo da taxa fotossintética,

demonstra tolerdncia da espécie ao metal.
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Tabela 4 Analises fotossintéticas em plantas de Brachiaria arrecta submetidas
ao Cd em solug@o. \A= taxa fotossintética; gs= condutancia estomatica;
E= transpiragao ‘

Cadmio A gs E

(mgL™") (umol m™s™) (mol m?s™) (mol m?s™)
0,00 1,282500 a 11,947500 b 0,215000 b
0,40 1,977500 a 8,9625000 b 0,205000 b
0,80 2,227500 a 13,442500 b 0,342500 b
1,60 1,632500 a 4,4800000 b 0,227500 b
3,20 2,582500 a 25,387500 a 0,585000 a
6,40 3,355000 a 20,907500 a 0,307500 b

*As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott para P<0,05

No entanto, a condutincia estomatica e a transpiracdo foram afetadas

significativamente,

mg L de Cd) (Tabela 4), podendo ser explicada pelo aumento significativo na

densidade estomatica observada na face adaxial das folhas de B. arrecta, terem

compensado o menor tamanho dos mesmos, ocasionado pelo menor didmetro

polar dos estdmatos encontrados nas mesmas concentragdes em ambas as faces,

adaxial e abaxial (Tabela 2; Figuras 4 e 5), contribuindo para o aumento desses

parametros (Tabela 4), porém, para a manutengdo da taxa fotossintética, devido

ao menor espessamento do clorénquima (Tabela 1).

Com relagdo as caracteristicas do crescimento da B. arrecta em

concentra¢des de Cd, o niimero de folhas desenvolvidas no periodo influenciou

diretamente na massa seca total das plantas (Figura 5), exibindo o mesmo

comportamento, o qual foi uma redugdo significativa drastica no numero de

folhas na presenca de Cd, em relacdo a auséncia de Cd, ndo apresentando

diferencas significativas entre as concentragdes de Cd até a concentracao de 3,2

mg L-1 de Cd. Na concentragdo de 6,4 mg L-1 de Cd houve maior formagdo de

folhas que nas menores concentracdes de Cd, porém significativamente inferior

que na auséncia de Cd. Por consequéncia, a area foliar apresentou o mesmo

comportamento devido ao numero de folhas desenvolvidas no periodo
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experimental. O mesmo comportamento foi verificado para a massa seca total
(Tabela 5).

Porém, a relacdo entre a massa seca foliar e a area foliar, ou seja, a area
foliar especifica, ndo foi significativamente diferente em nenhuma concentragao
testada, demonstrando que ndo houve diferenga entre as concentragdes testadas
na alocacdo da biomassa da folha por unidade de area, o que reflete que
independente da concentragdo testada o Cd ndo provocou alteragdes na produgio
da biomassa foliar e na conservacdo de nutrientes (Tabela 5), a qual pode ser
atribuida como caracteristica de tolerancia. Portanto, embora tenha ocorrido a
reducdo na massa seca total, devido ao menor numero de folhas desenvolvidas
no periodo a relagdo entre elas se manteve a mesma, por exibirem

comportamentos semelhantes.

Tabela 5 Caracteristicas de crescimento de plantas de Brachiaria arrecta
submetidas a diferentes doses de Cd em solugdo nutritiva. MS=
massa seca total; AF= area foliar, NF= ntimero de folhas produzidas
no periodo; TCR= taxa de crescimento relativo; RAF= razdo de area
foliar; TAL= taxa assimilatéria liquida; AFE= 4rea foliar especifica

Cadmio  MS NF AF TCR  RAF TAL AFE
mgL" (em’)  (gdia  (gem  (gdia'  (gem’)
) ) cm™)
0,00 1,67 a 17,00 a 127,70 a 0,12a 104,39 a 12,21 a 351,23 a

0,40 0,17¢ 00,50 ¢ 018,34 ¢ 0,04 ¢ 96,13 a 03,75b 340,77 a
0,80 0,50c  01,17¢ 024,16 ¢ 0,06 b 93,08 a 05,33 b 331,76 a
1,60 0,67c 01,33 ¢ 024,71 ¢ 0,06 b 91,22 a 05,59 b 311,18 a
3,20 0,50c  01,00c 022,77 ¢ 0,06 b 88,96 a 05,64 b 297,76 a
6,40 1,00b 06,83 b 045,63 b 0,08 b 99,60 a 07,50 b 340,56 a

*As médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott para P<0,05

Em estudos realizados com salvinia e aguapé sob contaminagdo por
Cédmio por Oliveira et al. (2011), verificaram que as taxas de crescimento
relativo decresceram intensamente com o aumento da concentragdo do

contaminante Cd na solugdo nutritiva, indicando a toxicidade deste metal nas

_ -~ [u38] Comentario: Favor

verificar a ordem perante o titulo
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concentracdes testadas a estas plantas, portanto, corroborando com os dados
encontrados neste estudo, indicando que B. arrecta sob concentragdes de Cd,
desenvolve sintomas de toxicidade provocados por este metal.

As diferentes concentragdes testadas causaram modificacdes
significativas na taxa de crescimento relativa das plantas, sendo que na presenca
do Cd a TCR foi significativamente reduzida, ou seja, a area 1til para a
realizagdo dos processos fotossintéticos, contribuindo para que a taxa
assimilatoria liquida também fosse reduzida significativamente na presenca de
Cd, indicando toxicidade nas plantas de B. arrecta sob estas condigdes.

Contudo, a razdo de area foliar ndo afetada significativamente pelas
diferentes concentragdes de Cd, demonstrando que a area responsavel pela
interceptagdo de energia luminosa e captagdo de CO, pela matéria seca total, ou
seja, a area foliar que esta sendo usada pela planta para produzir um grama de
matéria seca ndo foi afetada, demonstrando que embora a B. arrecta tenha
apresentado sintomas de toxicidade para os demais parametros, possui ainda até
a concentracdo mais alta de Cd testada, biomassa vegetal suficiente para manter
o processo fotossintético e sobreviver.

As variaveis TCR, RAF e TAL nos estudos de Alves et al. (2003)
apresentaram um decréscimo significativo na presenca de Cu em aguapé, em
relagdo ao tratamento com a presenca de Cu, indicando a toxicidade do Cu,
pelos efeitos apresentados nos indices de crescimento e desenvolvimento do
aguapé submetido a este elemento, corroborando com os dados apresentados no

presente estudo, indicando toxicidade da B. arrecta ao Cd.
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4 CONCLUSAO

Brachiaria arrecta apresenta sintomas de toxicidade nas maiores
concentracdes de cadmio testadas, e por esse motivo, pode ser considerada uma
bioindicadora da poluig¢do por Cd.

No entanto possui plasticidade anatomica e fisiologica exibindo
modificagdes que ndo causam a morte das plantas na presenca das concentragdes
de Cd testadas.

Os principais sintomas de toxicidade do cadmio em Brachiaria arrecta

sdo reducdo do crescimento e da espessura dos tecidos foliares.
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