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Resumo: O meio mais afetado pela contaminagéo antrépica é o solo. A evaporagao de derivados de
petréleo € um importante processo de impacto negativo sobre o ambiente. O objetivo foi avaliar as
respostas indicadoras de disturbios de Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf, Impatiens walleriana
Hook. f. e Pteris vittata L. quando expostas ao benzeno. Para avaliar os disturbios foram efetuados
ensaios de inje¢ao direta e nebulizacdo de benzeno sobre as espécies. Brachiaria brizantha e P.
vittata apresentaram intenso acimulo do peroxido de hidrogénio e morte celular nas folhas, ja /.
walleriana foi a espécie que comportou-se de maneira oposta, possivelmente, por apresentar um
eficiente sistema antioxidante. As trés espécies apresentaram efeitos fitotoxicos, como alteragédo na
densidade estomatica e no tamanho dos estdmatos. As caracteristicas micromorfologicas interferem
na sensibilidade e resisténcia do vegetal, sendo que I. walleriana mostrou-se sensivel a nebulizagdo
de benzeno e B. brizantha e P. vittata foram mais resistentes, pois evitaram a absor¢édo do benzeno
na atmosfera.

Palavras-chave: Andlise foliar. Impatiens walleriana. Brachiaria brizantha. Pteris vittata.

Resumen/abstract: The environment most directly affected by human contamination is the soil.
Evaporation of oil derived is also an important negative impact on the environment. The aim was to
evaluate the indicator responses disorders of Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf, Impatiens
walleriana Hook. F. and Pteris vittata L. when exposed to benzene. To assess to disorders were made
direct injection testes and benzene mist on the species. Brachiaria brizantha and P. viftata showed
intense accumulation of hydrogen peroxide and cell death in the leaves, as I. walleriana was the
species that behaved in the opposite way, possibly by having an efficient antioxidant system. The
three species showed phytotoxic effects, such as changes in stomatal density and stomatal size. The
micromorphological characteristics influence the sensitivity and plant resistance, and I. walleriana was
sensitive to benzene misting and B. brizantha and P. vittata were more resistant because it avoided
the benzene absorption in the atmosphere.

Key-words: Leaf analysis. Impatiens walleriana. Brachiaria brizantha. Pteris vittata.
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Introducao

Em um derramamento de gasolina as ateng¢des para a contaminagao do
aquifero freatico voltam-se para a presenca de hidrocarbonetos monoaromaticos
como o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX). No Brasil, a migracao de
BTEX para zona saturada tem sido potencializada em razao da adicao de 20 a 25%
de etanol na gasolina (Courseuil et al., 1998), que por ser um composto oxigenado,
totalmente soltvel em agua e também em fase liquida ndo aquosa, ou seja, soluvel
também em substancia lipofilica, influencia na magnitude e extensio da
solubilidade de hidrocarbonetos toxicos (cosolvéncia) em uma contaminagdao de
petréleo (Kaipper, 2003). Os hidrocarbonetos aromaticos apresentam elevada
mobilidade em sistemas solo-agua representada pelo menor coeficiente de parti¢ao
entre octanol-agua (K. ), que implica em lenta absor¢io no solo, e
consequentemente, um transporte preferencial via agua (Courseuil et al., 1998). As
perdas de combustiveis e derivados de petréleo por evaporagdo também trazem
grande preocupagdo e representam nao sé prejuizo econdémico, mas impacto
negativo sobre o ambiente. Dentre os compostos presentes no BTEX, o benzeno ¢é
reconhecidamente o mais toxico e, por isso, pode ser apontado como o agente mais
preocupante no tocante a saude publica (Niosh, 2006). Uma das estratégias de
gerenciamento muito empregada na recuperagio de locais contaminados por
derivados de petrdleo é a remediacdo 7z sitn. O uso de plantas como agentes
despoluidores tem despertado interesse crescente (Burken & Schnoor, 1996;
Moreno & Courseuil, 2001; Campos & Pires, 2004).

Assim o objetivo desse trabalho foi analisar as respostas indicadoras de
distarbios, de processos adaptativos ou de mortalidade de Impatiens walleriana Hook.
t., Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf e Pteris vittata L., espécies que ja apresentaram
indicios de potencial fitorremediador. Campos et al. (2014) verificaram que
Impatiens walleriana e Brachiaria brizantha absorvem e translocam grande quantidade
de benzeno para parte aérea da planta, e que Preris vittata restringe a absor¢ao de

benzeno e o acumula, principalmente, nas raizes.
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Material e Métodos

As espécies vegetais usadas pertencem a grupos taxonomicos distintos,
Pteris vittata (samambaia), Brachiaria brizantha (Monocotiledonea) e Impatiens walleriana
(Eudicotiledonea). As plantas foram obtidas através de germinacao 7 vivo e in vitro
(P. vittata), semeadura (B. brizantha) e propagacao vegetativa (L. walleriana). Apos seu
estabelecimento foram transplantadas para vasos de plasticos ou de cimento,
contendo Latossolo Vermelho distréfico (LVd).

Foram realizadas duas etapas experimentais. Na primeira etapa realizaram-
se ensaios de injecdo direta de solugdo de benzeno (20 mg L") no solo, préximo ao
sistema radicular, com trés individuos de cada espécie para cada tratamento. Para
esta fase utilizou-se de delineamento experimental inteiramente casual, com trés
repetigoes com contaminacao de benzeno, além de série controle. O experimento
foi realizado a temperatura de 25 °C, durante um periodo de dez dias. O
tfotoperiodo foi mantido por 16 horas diarias com iluminacdo proporcionada por
lampadas fluorescentes de 40 W simulando luz do dia. Para compreender as
alteragoes histoquimicas, nos tecidos foliares, causadas pelo benzeno, verificou-se o
acumulo de perdxido de hidrogénio e indicagdao e morte celular.

Na segunda etapa foram realizados ensaios de aspersio, com trés

individuos de cada espécie para cada tratamento. As plantas foram submetidas a

nebuliza¢io com solugio aquosa de benzeno, em concentracio de 20 mg L. ' e de

1600 mg L."". O nevoeiro foi aplicado no interior da cAimara de nebulizacio e teve
duragio de 10, 30 e 60 dias. As plantas do tratamento controle foram submetidas
ao nevoeiro, utilizando-se apenas agua deionizada. As alteracOes visiveis na
superficie foliar ou a morte dos individuos foram registradas, diariamente, através
de anotagoes e imagens fotograficas. Ao término da simulacdo foram efetuadas
coletas de amostras foliares para analise micromorfologica.

As coletas das folhas foram realizadas no dia seguinte a dltima aspersao e

inje¢ao de benzeno no solo.
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Para avaliacio dos danos na superficie foliar e densidade estomatica, as
amostras foram fixadas em solu¢do aquosa de glutaraldeido 2,5% com tampio
fosfato 0,1 M (pH 7,2), pos-fixadas em tetréxido de 6smio 1%, desidratadas em
série etilica e secas ao ponto critico. A superficie foliar foi recoberta com ouro, em
metalizador Sputter-Coating Emitec K550 e analisada em microscopio eletronico
de varredura FEI, modelo Quanta 250. A analise de imagem foi efetuada através da
utilizagao do software Image].

Ap6s a inje¢ao de benzeno no solo, folhas foram coletadas para analise
histoquimica para deteccao da presenca de peroxido de hidrogénio (H,O,) e de
morte celular. Existem evidéncias na literatura da participacdo de peréxido de
hidrogénio em resposta ao estresse ambiental (Soares & Machado, 2007). Para o
acumulo de peroxido de hidrogénio foi coletada uma folha por individuo, dos trés
individuos por espécie usados para cada tratamento. De cada folha foi retirado dois
fragmentos com cerca de 1 cm’, totalizando seis fragmentos de cada espécie para
cada tratamento. As amostras foram entio imersas em solucio de 1mg mL™' de
3,3’ - diaminobenzidina (DAB)-HCI, (pH 5,6 ajustado com hidréxido de sédio) e
incubados em camara escura por oito horas. Em seguida, os fragmentos foram
clarificados em alcool a 95% (Faoro et al., 2001) e montados em glicerina 50%. As
células que apresentaram acumulo de peréxido de hidrogénio adquiriram a
coloracao marrom.

Na determina¢io da morte celular também foi coletada uma folha por
individuo, da qual foi retirado dois fragmentos com cerca de 1 cm?, totalizando seis
fragmentos de cada espécie para cada tratamento. Os fragmentos foram fervidos
por um minuto em mistura de acido latico, fenol, glicerina e agua contendo 20 mg
mL" de azul de Evans (1:1:1:1) (Iriti et al.,, 2003). Logo apds, os mesmos foram
clarificados por 24 horas em solucio aquosa de 2,5 g mL. " de cloral hidratado (Iriti
et al., 2003), e montados em glicerina 50%. As células mortas foram evidenciadas
pela coloragdo azul, em contraste com as células sadias que se apresentaram

transparentes.
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As amostras em ambos os testes foram analisadas em microscopio de
campo claro equipado com sistema de captura de imagens. Foi realizada uma
contagem das células com reac¢ao positiva aos testes por fragmento, totalizando seis
contagens por espécie e por tratamento. A 4area da contagem foi de
aproximadamente 0,2 mm” O ndmero de células que apresentaram reagio positiva
aos testes foram enquadrados em 4 classes: classe 1 (1-5 células), classe 2 (6-10
células), classe 3 (11-15 células) e classe 4 (16-20 células), metodologia essa

proposta por Pedroso (2009).

Resultados e Discussao

A analise histoquimica permite identificar alteragdes que ocorrem nos
tecidos das plantas antes do aparecimento de injurias visiveis. Todas as trés espécies
apresentaram acumulo de peréxido de hidrogénio nos tecidos foliares, quando
expostas a0 benzeno através da contaminacao no solo. Contudo, este acimulo

ocorreu em diferentes intensidades, conforme mostra a Figura 1.

Figura 01: Porcentagem de amostras enquadradas em cada classe, nas trés espécies vegetais, de
células que apresentaram acimulo de peréxido de hidrogénio (classe 1 = 1 - 5 células; classe 2 =
6 - 10 células; classe 3 = 11 - 15 células e classe 4 = 16 - 20 células).
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As trés espécies apresentaram acumulo H,O, em todas plantas do
tratamento controle, sendo que todas as amostras foram enquadradas na classe 1 (1

- 5 células) para P. vittata e B brizantha. Em I. walleriana houve distribui¢ao nas
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quatro classes, onde 80% das amostras foram classificadas igualmente nas classes 1
e 2, e 20% das amostras foram distribuidas nas classes 3 e 4.

Em P. vittata exposta ao benzeno, o acimulo foi maior, uma vez que as
amostras foram enquadradas, predominantemente, na classe 2 (57%) e cerca de
17% na classe 3 (11 - 15 células), reduzindo para 23% o numero de amostras na
classe 1. Brachiaria brizantha também mostrou um acimulo maior nas plantas
expostas ao contaminante, com 80% das amostras enquadradas na classe 1 e 20%
das amostras enquadradas na classe 2 (8%) e classe 3 (12%). Impatiens walleriana
apresentou 77% das amostras na classe I e 13% na classe 2.

A presenca de H,0,, no tratamento controle, se justifica em decorréncia do
metabolismo regular das plantas (Apel & Hirt, 2004). Entretanto, em condigoes
normais a producdo de espécies reativas de oxigenio (EROs) na célula é baixa, mas
quando a planta ¢ submetida a um estresse ambiental ha um aumento na geragao de
EROs, como se observa-se nesta pesquisa, onde o aumento de peroxido de
hidrogénio, na contamina¢io com benzeno, é um indicativo de perturbagdo da
homeostase celular (Foyer & Noctor, 2005).

Neste estudo foi verificado somente a presenga de peroxido de hidrogénio
e ndao das outras espécies reativas de oxigenio, entretanto podemos supor que o
benzeno induziu a produgio de radicais superdxido (O,), e que a enzima
superdxido dismutase (SOD) converteu estes radicais em perdxido de hidrogénio.
Este seria um mecanismo de defesa das plantas, pois o H,O, é menos reativo que o
radical superéxido e, portanto, menos danoso a planta (Ferreira & Matsubara,
1997). Este comportamento foi observado em diversos estudos, onde a adigdo de
perdxido de hidrogénio ou mesmo sua producao endégena, induziu a expressao de
genes referentes a superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e outras
enzimas antioxidantes (Soares e Machado, 2007). Contudo, a atividade da SOD
sozinha nao ¢ suficiente para manter a homeostase celular, pois altas concentragoes

de peroxido de hidrogénio podem causar danos as células ou mesmo, na presenga
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de ferro ou cobre (Fe** ou Cu®), produzir radicais hidroxila (OH") que sdo
altamente reativos, causando a peroxidag¢ao proteica e lipidica (Pedroso, 2009).

Brachiaria  brizantha, apesar de apresentar uma menor intensidade no
acumulo de peroxido de hidrogénio quando comparado com P. vittata, reage de
maneira mais sensivel a contamina¢ido, pois apresenta sintomas visiveis e morte
quando ¢é exposta por dez dias ao benzeno (Campos et al, 2014). A grande
quantidade de benzeno absorvido pela raiz e translocado para parte aérea,
verificado no estudo de Campos et al. (2014), pode justificar um possivel aumento
nas moléculas do radical superdxido, intensificando as perturbagdes nas estruturas
celulares, uma vez que o O, pode causar peroxidacio de lipideos no ambiente
celular e nas membranas celulares (Breusegem et al., 2001).

Além disto, a atividade da enzima SOD pode ter sido menos intensa nesta
espécie, explicando a menor quantidade de células com H,O,, ou seja, houve uma
menor conversio do radical superéxido em perdxido de hidrogénio, podendo
também justificar os danos visiveis na planta, pois uma maior quantidade de radical
superéxido causaria mais danos as células ou mesmo poderia produzir radicais
hidroxila, que sao mais reativos.

Segundo Srivastava et al. (2000) as enzimas-chave dentro do mecanismo de
defesa antioxidante sio SOD, CAT e APx, pois estas enzimas determinam
diretamente a concentracao das EROs. Entretanto, os mecanismos antioxidantes
enzimaticos em B. brizantha, provavelmente, nido reagiram suficientemente para
converter o que foi produzido de H,O, em agua e gas oxigénio, através das enzimas
catalase e/ou ascotbato peroxidase. Segundo Patra et al. (2004) a atividade da
enzima catalase pode ser influenciada por diversos fatores como o tipo de
contaminante, concentra¢ao, tempo de exposicido e espécie vegetal, sendo que a
atividade desta enzima pode sofrer grandes variagoes.

Dentre as trés espécies, 1. walleriana foi a que apresentou menor acumulo de
peroxido de hidrogénio, mesmo sendo capaz de absorver grande quantidade de

benzeno e translocar para parte aérea como constatado por Campos et al. (2014).
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Isto indica um equilibrio entre o processo de producdo e remocio das espécies
reativas de oxigenio (Pergo, Ishii-Iwamoto, 2011). O peroxido de hidrogénio e o
radical superoxido podem induzir genes diferentes, em conjunto ou separadamente,
e em baixas concentracbes, EROs induzem genes de defesa e resposta adaptativa
(Soares e Machado, 2007). Esta espécie vegetal, possivelmente, possui um eficiente
mecanismo antioxidante, que pode ter sido ativado, indiretamente, pelo benzeno ou
pelas EROs levando a uma acdo sincronica entre superéxido dismutase (SOD) e
outras enzimas antioxidantes, como catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APx),
convertendo o H,O, em 4gua e gas oxigénio (Gratio et al., 2005). A acdo
combinada de catalase e superdxido dismutase reduz a agao toxica e altamente
reativa dos radicais hidroxil (Scandalios, 1993), evitando danos maiores as células.

Impatiens walleriana e P. vittata nao apresentaram nenhuma indicag¢ao de
morte celular nas folhas do tratamento controle, ja B. brizantha apresentou azul
intenso nas células-guarda de alguns estomatos, em wuma das amostras,
provavelmente em decorréncia de um processo natural de morte celular.

Em todas as espécies, a morte celular foi maior no tratamento com 20 mg

L' de benzeno (Figura 2).

Figura 02: Porcentagem de amostras enquadradas em cada classe, nas trés espécies vegetais, de
células que apresentaram morte celular (classe 1 =1 - 5 células; classe 2 = 6 - 10 células; classe 3
=11 - 15 células e classe 4 = 16 - 20 células).
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Impatiens walleriana, dentre as trés espécies, apresentou menor quantidade de
amostras com células mortas no tratamento com benzeno, possivelmente em
decorréncia da menor quantidade de perdxido de hidrogénio produzida e por um
provavel eficiente sistema antioxidante da espécie. Contudo, houve enquadramento
nas classes 2, 3 e 4. A morte celular foi detectada principalmente nas células-guarda
dos estomatos. Houve também reacdo positiva para morte celular em algumas
células da epiderme, mas em menor quantidade. A deteccio de morte celular nas
células-guarda dos estomatos, pode ser um indicativo do contato direto do
contaminante com estas células, corroborando com a ideia de Campos et al. (2014)
de que a planta metaboliza e volatiliza o benzeno, eliminando-o através dos
estomatos.

Além disto, a baixa quantidade de células mortas, mesmo acumulando
grande quantidade de benzeno na parte aérea (Campos et al., 2014), indica um sinal
de resisténcia da planta, uma vez que a espécie vegetal reduziu os efeitos danosos
que os metabdlitos deste poluente podem gerar e sobreviveu a exposicao.

Brachiaria brizantha e P. vittata apresentaram maior numero de células com
morte celular por area analisada, sendo qu2e P. vittata teve morte celular mais
intensa que B. brizantha, pois apresentou uma porcentagem maior de amostras na
classe 2 e 3.

Segundo Campos et al. (2014) P. vittata, dentre as trés espécies, ¢ a que
menos transloca o benzeno para parte aérea da planta, contudo mesmo em baixa
quantidade houve produ¢io de perdxido de hidrogénio em um nimero maior de
células, quando se compara com o controle e com as outras espécies. Segundo
Soares ¢ Machado (2007) o perdxido de hidrogénio ¢ nocivo quando acumulado.
Isto justifica o maior nimero de células mortas nesta espécie, pois segundo Levine
et al. (1994) o H,O, atua como um sinalizador de morte celular e para Breusegem
et al. (2001) em altas concentragoes, as EROs levam a um programa de morte

celular controlado geneticamente. Contudo, a planta nido apresentou sintomas
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visiveis nos dez dias de exposicao ao benzeno, pois provavelmente é necessario um
periodo maior para que as injurias visiveis surjam.

Segundo Kabata-Pendias e Pendias (1986) espécies vegetais podem adaptar-
se a poluentes quimicos, mas em muitos casos sao observados sintomas visiveis
como clorose, manchas e necrose em parte das folhas. Na contaminagao, por
aspersio de benzeno na concentragio minima (20 mg 1.7), algumas folhas jovens e
maduras de L walleriana apresentaram clorose, necrose e abscisao. Observou-se que
a partit do 35° dia de contaminagdo, algumas folhas apresentaram necroses de
formas e tamanhos irregulares, mas sem queda das folhas. Assim a planta
sobreviveu aos 60 dias de contaminacdo. Na nebulizacdo com a concentraciao
maxima (1600 mg L") de benzeno, observou-se os mesmos sintomas da
concentragdo minima, porém os danos ocorreram em um tempo mais curto. Para
Godoi et al. (2010) quanto maior a concentragio de BTEX, menor é o teor de
clorofila total foliar. No 50° dia de contaminacao todas as folhas sofreram clorose
e/ou necrose, seguido pela queda da folha e morte da planta.

Pteris vittata, na nebulizacdo com concentracio minima de benzeno, nao
apresentou sintomas visiveis. Um fato a considerar é a condicao ruderal da espécie,
bastante adaptada ao meio urbano. No decorrer das contaminacdes na
concentracao minima e maxima, algumas folhas iniciaram a emergéncia e o
processo de expansio, sendo que estas folhas nao apresentaram nenhum sinal de
danos visiveis, entretanto, foi possivel observar uma sinuosidade dos foliolos e uma
aparéncia mais fina e translucida destes. Na concentragao maxima, algumas folhas
necrosaram e foliolos apresentaram pontos de necrose.

Brachiaria brizantha, por sua vez, nao apresentou queda de suas folhas e nem
injurias foliares visiveis, como também observado por Fornasiero (2001). Pode-se
observar um crescimento do vegetal, porém com enfraquecimento da planta, uma
vez que as folhas apresentaram um aspecto mais fragil com lamina foliar mais fina,
menor e menos aspera quando comparada com o tratamento controle. Algumas

folhas mais velhas, presentes na base, apresentaram clorose e posterior
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ressecamento. Na exposiciao a saturagao de benzeno as caracteristicas dos danos
sa0 muito parecidas com a concentra¢ao minima.

A fitotoxidade do benzeno depende de diversos fatores como a espécie
estudada, o estadio de desenvolvimento e a concentracio do contaminante (Pita-
Barbosa et al., 2009). As trés espécies reagiram diferentemente quando expostas as
diferentes concentracdes do poluente, sendo que na concentracio a 1600 mg L de
benzeno, os sintomas visiveis foram mais intensos. Impatiens walleriana foi a espécie
menos tolerante a aspersio de benzeno, quando exposta a concentracio maxima,
pois apresentou maior numero de injurias em suas folhas e morte da planta. As
espécies mais resistentes a nebulizagio com o contaminante foram P. vittata e B.
brizantha, uma vez que, apresentaram poucas perturbagoes visiveis, quando
expostas a concentracao minima e maxima.

Segundo Sriprapat e Thiravetyan (2013) a captura do benzeno pelas plantas
ocorre em maior quantidade através dos estomatos, mas existem outras vias nao
estomaticas, como a cuticula. Assim, a 4area do estomato pode influenciar
fortemente as habilidades de captura dos contaminantes volateis, mas para Cornejo
et al. (1999) é necessario considerar também as caracteristicas micromorfolégicas
das folhas, como a morfologia dos estomatos e sua abundancia, pois estas
caracteristicas também interferem na absor¢ao do poluente pela planta. Na maioria
das plantas, os estdmatos abrem durante o dia e fecham a noite, mas este processo
pode ser influenciado por diversos fatores como a intensidade e qualidade da luz,
umidade do solo, concentragao interna de CO,, temperatura e umidade relativa do
ar (Machado & Lagoa, 1994).

Impatiens walleriana, B. brizantha e P. vittata demostraram um comportamento
parecido quando expostas a concentragio de 20 mg L' de benzeno, pois
continuaram desenvolvendo-se, com o surgimento de novas folhas, possivelmente
indicando que a concentracao utilizada estaria dentro do limite de tolerancia destas
espécies, pois o longo periodo de exposi¢iao nao levou a morte dos individuos. No

trabalho realizado por Treesubsuntorn (2012) a parte aérea das plantas estudas
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continuaram a desenvolver-se durante a aspersio com 20 mg L' de benzeno.
Entretanto, na concentracdo maxima somente B. brizantha e P. vittata continuaram
desenvolvendo-se, indicando mecanismos de tolerancia a altas concentracées do
contaminante.

Brachiaria brizantha e 1. walleriana, no tratamento controle, apresentaram seus
estomatos abertos quando coletadas no periodo da manha, mesmo periodo das
contaminagées. O grau de condutancia estomatica variou entre as duas espécies
(Tabela 1), sendo que a média das aberturas estomaticas de B. brizantha foi maior
que a média das aberturas dos estomatos de I walleriana. Isto ocorre devido as
dimensdes dos estomatos de B. brizantha serem maiores. Porém, quando
comparadas as duas espécies através da area relativa das aberturas estomaticas, que
consiste na soma das aberturas estomaticas de todos os estbmatos em relacio a um
milimetro quadrado de area, verifica-se que I. walleriana possui uma area relativa de
abertura dos estomatos maior que B. brizantha. Pteris vittata nao apresentou nenhum
estbmato aberto no momento da coleta das amostras no tratamento controle. Esta
caracteristica pode justificar a baixa quantidade de injirias aparentes nas folhas
desta espécie, pois durante as contaminagoes com benzeno os estdmatos
provavelmente estavam fechados. O que pode explicar as necroses em algumas
folhas ¢ a captura do benzeno através da cuticula, entretanto, os mecanismos de
penetracao do benzeno na cuticula cerosa ainda sao incertos, mas estudos sugerem

que a cera pode ser um adsorvente de benzeno (Ugrekhelidze et al., 1997).

Tabela 1: Valores de area das aberturas estomaticas de B. brizantha (adaxial) e I. walleriana
(abaxial) no tratamento controle.

Area relativa das

Soma das areas das Area total da
L . . aberturas
Espécie Aumento aberturas eletromicrografia ‘o
estomaticas (um?) (mm?) estomaticas
(pm?/mm?)
BRAEE e 230,0 0,21 1091,35
brizantha
Lmpatiens 5 1124 0,08 1486,51
walleriana
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Apesar de I walleriana possuir uma maior area relativa de abertura dos
estomatos, B. brizantha possui um nimero de estomatos por folha muito superior,
devido sua caracteristica anfiestomatica, sendo assim, B. brizantha teria um potencial
para absorver, através dos estomatos, uma grande quantidade de benzeno. Esta
espécie, aparentemente, ¢ altamente resistente a aspersao de benzeno nas folhas,
pois mesmo na concentracio mixima (1600 mg L") por 60 dias os individuos nio
morreram. B provavel que a espécie possua mecanismos internos que minimizem
os danos fisiolégicos do benzeno na planta, como por exemplo, uma maior
compacta¢ao do mesofilo foliar, evitando a difusdo do contaminante aéreo.

As dimensées e frequéncia dos estomatos interferem na quantidade de
poluentes gasosos absorvida pela planta e, consequentemente, nos possiveis efeitos
causados pela poluicio (Alves et al.,, 2001). Na Figura 4, 5 e 6 estdo organizados,
respectivamente, os valores de densidade estomatica de B. brizantha, 1. walleriana e P.
vittata na concentracao minima e maxima nos trés periodos estabelecidos.

Figura 04: Visualizagao a partir de grafico de barras, da densidade estomatica da face adaxial de
B. brizantha, a partir de eletromicrografia de varredura (300x), exposta ao tratamento controle e as

concentracdes minima e maxima de benzeno, respectivamente, 20 mg L' e 1600 mg L. por 10,
30 e 60 dias.
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Brachiaria brizantha na concentracao minima apresentou nos 10, 30 e 60 dias,

respectivamente, 90,16, 132,86 ¢ 61,69 estomatos/ mm? Na concentracio maxima
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de benzeno os valores de densidade estomatica foram mais elevados quando
comparados com o controle (75,92 estdbmatos/mm?) apresentando 118,63, 123,37 ¢
113,88 estobmatos/mm® A média das densidades estométicas na concentracio
maxima (118,63 estématos/mm?) foi significativamente maior que na concentra¢io

minima (94,90 estdbmatos/mm?).

Figura 05: Visualizacdo a partir de grafico de barras, da densidade estomatica da face abaxial de
L. walleriana, a partir de eletromicrografia de varredura (500x), exposta ao tratamento controle e as
concentracdes minima e méaxima de benzeno, respectivamente, 20 mg L' e 1600 mg L." por 10,
30 e 60 dias. Na concentragdo maxima no periodo de 60 dias a folha foi exposta por 50 dias, pois
a partir deste periodo todas as folhas sofreram abscisao.
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A densidade estomética de L walleriana, exposta a 20 mg 1" de benzeno,
apresentou uma reducdo gradual com valores de 277,73, 145,64 e 119,03
estdbmatos/mm?, respectivamente, para 10, 30 e 60 dias.

Na concentracao maxima a densidade estomatica aos 10 e 50 dias
apresentaram os mesmos valores (251,28 estdmatos/mm?) com uma diminuicio

em relagio ao tratamento controle (304,18 estdbmatos/mm?).
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Figura 06: Visualizacio a partir de grafico de barras, da densidade estomatica da face abaxial de
P. vittata, a partir de eletromicrografia de varredura (300x), exposta ao tratamento controle e as
concentracdes minima e maxima de benzeno, respectivamente, 20 mg L' e 1600 mg L. por 10,
30 e 60 dias. No eixo x ¢ apresentado 60 EDC que corresponde as folhas que emergiram durante
a contaminacao de 60 dias.
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Preris vittata na concentragdo maxima apresentou valores de densidade
estomatica (218,27; 113,88; 109,14 estdmatos/mm? para 10, 30 e 60 dias) superior
ao controle (99,65 estdbmatos/mm?), j4 na concentragio minima os valores foram
66,43; 71,18; 118,63 estobmatos/mm” para 10, 30 e 60 dias.

As folhas que emergiram durante a contaminacio nos 60 dias de
experimento quando comparadas ao tratamento controle (99,65 estdmatos/mm?),
observa-se um leve aumento na densidade estomatica das plantas expostas a 20 mg
L de benzeno (109,14 estdbmatos/mm?) e uma grande reducio na densidade das
plantas expostas a 1600 mg L. de benzeno (71,18 estbmatos/mm?).

Diversos fatores ambientais podem ser responsaveis por diferencas na
quantidade de estomatos, como a luminosidade, a umidade, a temperatura e
exposicao a contaminantes (Lee et al., 1988), sendo que a densidade é uma
caracteristica determinada pelo conjunto de fatores ao qual o vegetal esta exposto.
Possivelmente o fator principal que afetou a densidade estomatica foi a
concentracao do contaminante, pois em alta concentracio de benzeno a planta
reagiu com a drastica redugao do nimero de estomatos. Conforme Larcher (2000),

isso pode estar relacionado a uma tentativa do vegetal em diminuir a incorporagao
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do poluente. Ja na concentracao minima a densidade estomatica apresentou pouca
variagio com o tratamento controle, indicando que a aspersio de benzeno a 20 mg
L' nio interfere a ponto de alterar significativamente a densidade estomatica, e a
baixa concentrac¢ao de benzeno nao ¢ letal para esta espécie.

A densidade estomética de L walleriana, exposta a 20 mg 1! de benzeno,
apresentou uma reduc¢ao gradual no decorrer dos 60 dias, e deduz-se que mesmo
em baixas concentra¢oes o benzeno causa danos aos estomatos desta espécie, e
quanto mais prolongado for o periodo de exposi¢io ao contaminante, mais
estomatos sao danificados e a densidade estomatica é reduzida. Por outro lado, esta
diminui¢io no numero de estdbmatos pode ter reduzido a absor¢ao do benzeno e
evitado danos maiores ao mesofilo foliar, o que poderia levar a morte do individuo
(Larcher, 2000). Entretanto, a reducao da densidade estomatica diminui a eficiéncia
nas trocas gasosas e, consequentemente, reduz a assimilagdo de carbono,
comprometendo a capacidade fotossintética da planta (Santos, 2012).

Na concentragdo maxima a planta ndo alterou significativamente sua
densidade estomatica, podendo provavelmente ter sido, juntamente com o alto teor
de benzeno, o fator que levou a morte do individuo no 50° dia de contaminagao,
pois o maior numero de estomatos facilitou a entrada de benzeno no mesofilo
foliar, causando danos irreversiveis as células clorofilianas, levando a morte da
planta.

Brachiaria brizantha quando exposta a concentragao minima, apresentou um
aumento em sua densidade estomatica no 10° e 30° dia, contudo houve um
decréscimo no numero de estomatos quando a planta atingiu os 60 dias de
exposicao ao benzeno. Isso provavelmente ocorreu, pois o prolongado periodo de
exposi¢ao intensificou os danos as células estomaticas. O mesmo ocorreu com a
densidade estomatica das folhas de B. brizantha expostas ao tratamento na
concentracio maxima de benzeno.

O movimento estomatico é o meio mais rapido de que a planta dispoe para

ajustar-se as variagoes ambientais a que os 6rgaos fotossintéticos sao submetidos, e
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com um numero maior de estbmatos a planta possui um controle maior da
interagao planta-ar (Passioura, 1982).

De maneira geral verificou-se uma reducdo na area dos estobmatos de B.
brizantha em ambas as concentracOes com benzeno em relacio ao tratamento
controle. No tratamento controle os estomatos apresentaram uma area de
230,6 um®, ja quando a planta foi exposta a concentracio minima de benzeno (20
mg L") por 10, 30 e 60 dias, a 4rea dos estdbmatos foram, respectivamente, 180,1
um?, 159,1 um® e 97,25 um® J4 na concentracio maxima (1600 mg L) ndo se
obteve um padrio decrescente de valores, mas em todos periodos os valores de
area estavam abaixo do resultado encontrado no tratamento controle.

A area dos estomatos de I. walleriana nos dois tratamentos com benzeno,
em todos os periodos, apresentou consideravel aumento quando comparada com
os estdbmatos do tratamento controle (24,6 um?), sendo que a média dos trés
perfodos na concentracdo minima foi 59,16 um’ e na concentragio maxima de 37,5
um?>,

Prteris vittata dentre as trés espécies é a que possui 0s estomatos de maiores
dimensdes. No tratamento controle os estdmatos apresentaram uma area de 806,33
um”. Ja as plantas expostas ao tratamento com benzeno tiveram uma redugio na
area dos estdbmatos nas concentracdes minima (608,64 um®) e maxima (578,79
um?), em todos os periodos.

Estudo realizado por Alves et al. (2001), onde uma espécie vegetal foi
exposta a poluentes aéreos na cidade de Sio Paulo, verificou uma reducio no
tamanho dos estomatos das plantas expostas ao ambiente poluido, quando
comparada com plantas-controle. Este mesmo autor diz que existe uma tendéncia
geral para caracteres anatomicos mensuraveis que relaciona a diminuicdo no
tamanho com o aumento na frequéncia do carater, e isto foi observado para B.
brizantha e P. vittata, onde houve um aumento na densidade estomatica com a

reducio no tamanho dos estomatos.
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A reducio no tamanho dos estdmatos pode influenciar na abertura
estomatica, tornando-a menot, e isto pode ser verificado nas Tabelas 2, 3 e 4. Este
fato ¢ favoravel para plantas expostas a poluentes, pois esta ¢ uma maneira de

diminuir a absor¢ao do contaminante e evitar danos as folhas.

Tabela 02: Caracterizagdo da abertura dos estomatos, da face adaxial, de B. brizantha no
tratamento controle

Espécie/Tratamento Aumento Area Perimetro Diametro Didmetro
(um?) (um) Maior (um) Menor (um)
Bb/ controle 3000x 23,30 55,40 27,10 0,60

Tabela 03: Caracterizaciao da abertura dos estomatos, da face adaxial, de B. brizantha ap6s os trés
perfodos de contaminagio na concentracio minima (20 mg ")

Espécie/Periodo de

exDOSICAO Aumento Area Perimetro Diimetro Diimetro
é’dias (um?) (um) Maior (um)  Menor (um)
Bb/10 3000x 18,70 38,60 19,90 0,70
Bb/30 3000x 18,10 43,20 21,30 0,60
Bb/60 3000x 0,96 6,58 18,00 0,20

Tabela 04: Caracterizagiao da abertura dos estomatos, da face adaxial, de B. brizantha ap6s os trés
perfodos de contaminagdo na concentragio maxima (1600 mg 1.")

Espécie/Periodo de

exDOSICAO Aumento Area Perimetro Diimetro Diametro
Xé’dias u (um?) (um) Maior (um)  Menor (um)
Bb/10 3000x 17,15 371 18,05 0,65
Bb/30 3000x 17,35 51,3 24,75 0,2
Bb/60 3000x 17,60 43,00 20,70 0,6

A area de abertura dos estomatos de I. walleriana nos dois tratamentos com
benzeno, concentracio minima (18,13 um? 5,5 um? e 4,7 um?) e concentracio
maxima (6,1 wm?, 5,95 um? e 0,33 um?), respectivamente, 10, 30 e 60 dias, teve
consideravel aumento quando comparada com os estomatos do tratamento
controle (3,08 um?). Entretanto, nao foi possivel estabelecer um padrao dos valores
da area de abertura dos estomatos, pois tiveram grande variacdo entre si no mesmo
tratamento. A maior area estomatica corrobora com os sintomas observados, pois

o aumento no tamanho dos estomatos permitiu que a condutancia estomatica
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também aumentasse, o que intensificou a captagado do benzeno através dos
estomatos e justifica a maior intensidade de sintomas visiveis nesta espécie.

Na concentracio minima, a condutancia estomatica, também teve um leve
aumento, quando comparada com o controle. Contudo, isto nao levou a morte do
individuo, pois possivelmente a concentragio de 20 mg L. de benzeno nio ¢ letal
para esta espécie quando exposta por um periodo de até 60 dias.

Prteris vittata apesar de possuir grandes estomatos, a espécie comportou-se de
maneira a evitar danos mais intensos, que poderiam levar a morte da planta.

Nao foi possivel quantificar a abertura dos estomatos em todos os
tratamentos e petiodos, somente na concentracio maxima (1600 mg L), nos trés
periodos (10, 30 e 60 dias), os estdbmatos apresentaram abertura do ostiolo com
area de, respectivamente, 4,0 um?, 20,4 um?> e 13,83 um?. Isto justifica a maior
intensidade de danos visiveis nas folhas de P. vitfata na concentracao maxima.

Como foi verificado neste estudo, as espécies comportaram-se de maneira
diferente em relagdo as caracteristicas estomaticas, ou seja, houve aumento na
densidade estomatica em B. brizantha e P. vittata e uma reducao na frequéncia dos
estomatos em 1. walleriana. Estudos realizados por Sharma (1989) e Matyssek et al.
(1993) mostraram uma diminui¢ao na densidade estomatica das espécies estudadas,
ja Evans et al. (19906) e Padkkoen et al (1997) registraram um aumento na densidade
dos estomatos nas plantas expostas a poluentes atmosféricos.

Fahn e Cutler (1992) afirmam que plantas xeromorficas apresentam
estomatos menores e densidades estomaticas maiores. Segundo Balaganskaya e
Kudrjavtseva (1998), o aumento do grau de xeromorfismo em um vegetal pode ser
em decorréncia de um poluente. Brachiaria brizantha e P. vittata, de maneira geral,
apresentaram aumento na densidade estomatica e redu¢io no tamanho dos
estomatos. Para Larcher (2000) o aumento da densidade estomatica e reducio no
tamanho dos estomatos, representa uma forma de maximizar a eficiéncia no
fechamento dos estomatos, um importante recurso para plantas sob estresse de

contaminantes no atr.
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Segundo Godoi et al. (2010) quanto maior a concentracao de poluentes
organicos volateis, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, menores sio os
teores de clorofila e espessura do parénquima clorofiliano. A partir disto, pode-se
deduzir que B. brizantha e P. vittata tiveram uma compacta¢ao do mesofilo, o que
dificultaria a difusio do poluente nos tecidos foliares (Alves, 2008) e reduziria os
danos visiveis nas folhas. Para Eleftheriou (1987) a compacta¢ao do mesofilo seria
uma estratégia de adaptagao ambiental quando o vegetal se encontra sob condi¢oes

atmosféricas desfavoraveis.

Conclusio

Através dos experimentos de injecao de benzeno no solo B. brizantha
apresentou aumento das espécies reativas de oxigénio mais danosas as células,
intensificando a morte celular. Preris vittata priorizou o acimulo de peréxido de
hidrogénio, retardando os sintomas visfveis, entretanto este acumulo induziu o
aumento de morte celular. Impatiens walleriana apresentou pouco acimulo de
peroxido de hidrogénio e morte celular, provavelmente, por possuir eficiente
sistema antioxidante.

Nos experimentos com aspersio de benzeno na parte aérea das plantas, B.
brizantha e P. vitfata, apresentaram aumento da densidade estomatica e redugao no
tamanho dos estOmatos, estas caracteristicas conferem a planta um maior controle
da interacdao planta-ar em ambientes poluidos e correspondem a caracteristicas de
plantas xeromorficas, que possuem um mesofilo mais compacto e que dificulta a
difusio do contaminante, justificando o menor nimero de injarias visiveis nestas
espécies. Impatiens walleriana comportou-se de maneira diferente, apresentando
reducdo da densidade estomatica e aumento no tamanho dos estdmatos, podendo

justificar os sintomas visiveis mais intensos nesta espécie.
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