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RESUMO

A crescente atividade antropica tem levado a contaminagdo do ambiente
por meio da deposicdo, no solo, de residuos contaminados com diversos metais
pesados, os quais, quando presentes em niveis toxicos, tornam-se danosos as
plantas. Os efeitos toxicos de Zn e Cd podem ser resultado da interacdo destes
com outros elementos, causando distirbios nutricionais nas plantas. Objetivou-
se avaliar o efeito da aplicacdo de Zn e Cd em solugdo nutritiva e da época de
colheita sobre o teor, o acumulo e a translocagdo de elementos em Gomphrena
claussenii, bem como o crescimento in Vitro desta espécie submetida a
concentragdes crescentes de Zn. Um primeiro experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo, na Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. O
esquema estatistico utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado, sendo
os tratamentos constituidos de quatro concentragdes crescentes de Zn+Cd
(16,25; 162; 325 e 975 pmol L) e trés épocas de colheita (15, 30 ¢ 45 dias),
com trés repeticdes. Avaliaram-se o teor, o acimulo e o fator de translocacdo de
Ca, P, K, S, Fe, Cu, Mn, Cd e Zn. Um segundo experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com 8 repeti¢des. Como tratamentos,
adicionaram-se as concentragdes 0, 16, 160, 320 e 960 pmol L' de Zn
(ZnS0O4.7H,0), em meio de cultura MS; aos 30 dias de condugdo do
experimento, avaliaram-se as plantas quanto aos pardmetros biométricos de
crescimento. No primeiro experimento, a aplicacdo das concentragdes crescentes
de Zn+Cd exerceu efeitos nos parametros avaliados, diferindo quanto ao
elemento e a época de colheita, com destaque para a expressiva redugdo na
translocagdo de Fe e Cd nas plantas. Presume-se que o Zn teve importante papel
na absor¢ao de Cd, caracterizando um mecanismo de defesa na planta. Os teores
médios encontrados na parte aérea das plantas submetidas as diferentes
concentragdes de Zn e Cd estudadas foram: 18,8 g kg™, para Ca; 26,3 g kg™,
para P; 4,7 g kg™', para K; 848 g kg™, para S; 132 mg kg™, para Fe; 12 mg kg
! para Cu e 29,6 mg kg™, para Mn. No segundo experimento, as plantulas de G.
claussenii mostraram clorose pronunciada em folhas novas, nas concentra¢des
de 0 e 16 pmol L' de Zn. Quando submetidas a elevadas concentragdes de Zn
(160, 320 ¢ 960 pmol L), as plantulas apresentaram sintoma de toxidez,
caracterizado como coloragdo pardo-avermelhada. Apesar de a aplicacdo de
zinco ter proporcionado o decréscimo nos parametros avaliados, a espécie foi
capaz de se desenvolver até a maior concentragio de Zn (960 pmol L) aplicada.
Sugere-se que a concentragdo de Zn mais adequada para o desenvolvimento in
vitro de plantulas dessa espécie esteja na faixa de 16 a 160 pmol L™.

Palavras-Chave: Metais pesados. Contaminagdo. Absor¢do mineral.
Translocagao.



ABSTRACT

Growing human activity has lead to contamination of the environment
due to soil deposition of wastes contaminated with various heavy metals, which
may become harmful to plants when present at toxic levels. The toxic effects of
Zn and Cd may result from their interaction with other elements, causing
nutritional disturbances in plants. This study evaluated the effect of Zn and Cd in
nutrient solution and of harvest time on the content, accumulation and
translocation of elements in Gomphrena claussenii plants as well as the in vitro
growth of these plants when exposed to increasing concentrations of Zn. The
first experiment was conducted in a greenhouse at the Federal University of
Lavras, MG, Brazil. A completely randomized experimental design was used,
with treatments consisting of four increasing concentrations of Zn + Cd (16,25;
162; 325 and 975 umol L") and three harvest times (15, 30 and 45 days) with
three replications. The content, accumulation factor and translocation of Ca, P,
K, S, Fe, Cu, Mn, Cd and Zn were evaluated. The second experiment was
conducted in a completely randomized design with eight replications. The
treatments consisted in the application of increasing concentrations of Zn (0, 16,
160, 320 and 960 pumol L'l) added as ZnSO,.7H,O on MS medium. After 30
days of growth plants were evaluated with respect to their biometric parameters.
In the first experiment, the application of increasing concentrations of Zn + Cd
affected all parameters evaluated, differing as to the element and the harvest
season, with a noteworthy reduction in the translocation of Fe and Cd in plants.
It is assumed that Zn played an important role in the absorption of Cd, featuring
a defense mechanism in plants. The average contents found in the shoots of
plants submitted to the different concentrations of Cd and Zn studied were: 18.8
g kg for Ca; 26.3 g kg™ for P; 4.7 g kg™ for K; 848 g kg for S; 132 mg kg for
Fe, 12 mg kg'to Cu and 29.6 mg kg for Mn. In the second experiment, the G.
claussenii seedlings showed pronounced chlorosis in young leaves at
concentrations of 0 and 16 pmol L™ Zn. When exposed to high concentrations of
Zn (160, 320 and 960 pmol L), the seedlings showed symptoms of toxicity
characterized by a reddish brown color. Although the application of zinc has
decrease the evaluated parameters, the seedlings of G. claussenii were able to
grow even when exposed to the highest concentration of Zn (960 pmol L)
applied. It is suggested that the Zn concentration most suitable for the in vitro
development of the studied species is within the range 16-160 pmol L™.

Keywords: Heavy metals. Contamination. Mineral absorption. Translocation.
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1 INTRODUCAO

Desde a Revolugdo Industrial, a agdo antropogénica tem resultado em
uma expressiva contaminagdo por meio da adicdo metais ao ambiente (WU et
al., 2010). Dentre as principais fontes dessa poluicdo, estdo a mineragdo e a
fundicdo de minerais metalicos, a atividade de industrias metalirgicas e
eletronicas, as agdes militares, a queima de carvao, os residuos urbanos, os
esgotos ¢ os fertilizantes agricolas (JABEEN; AHMAD; IQBAL, 2009).

Indiscutivelmente, as atividades de mineracdo sdo de fundamental
importancia para a obtengdo de materiais necessarios para a fabricacdo de bens
indispensaveis para o homem e também por proporcionarem inimeros
beneficios a sociedade e ao desenvolvimento do pais. Entretanto, no processo de
extracdo e beneficiamento de metais, o0 minério ¢ moido e os residuos contendo
metais pesados, como cadmio (Cd), zinco (Zn) e chumbo (Pb), sdo expostos ao
meio, provocando impactos que levam a danos no ambiente, comprometendo os
ecossistemas e a saude da populagdo. Nas ultimas décadas, estima-se que as
atividades antropicas tenham provocado, mundialmente, o langamento no
ambiente de 22.000 t de Cd, 939.000 t de cobre (Cu), 783.000 t de Pb e 1,35
milhdes t de Zn (SINGH et al., 2011).

Minas Gerais se destaca por ser o estado brasileiro no qual a metalurgia
de zinco ¢ mais expressiva. Este estado detém 92% das reservas deste mineral,
sendo responsavel por praticamente 100% da producdo nacional (BIGARELLI;
ALVES, 1998). Uma das maiores empresas produtoras ¢ a Votorantim Metais
(VM), com atividade de mineragdo localizada na cidade de Vazante, MG,
contendo a maior jazida brasileira de Zn, sendo o processamento do minério
realizado na cidade de Trés Marias, MG.

Os teores de metais disponiveis encontrados nas camadas superficiais na

regido de depodsito do rejeito sdo, em média, de 13.695 mg dm™, para Zn; 565



10

mg dm>, para Cd; 343 mg dm™, para Cu e 32,5 mg dm™, para Pb (SANTOS,
2010). Estes valores sdo considerados muito acima dos comumente encontrados
nos solos, o que caracteriza essas areas como contaminadas (KABATA-
PENDIAS, 2011). Esta contaminacdo ¢ ainda mais agravada com a
predominancia de formas disponiveis e trocaveis de Cd e Zn na area. Ja para o
Pb, mais de 90% do total estaria na forma residual, enquanto o Cu presente
apresentaria baixa solubilidade (RIBEIRO-FILHO et al., 1999).

Os teores elevados e formas potencialmente disponiveis de Cd e Zn
presentes seriam, provavelmente, a principal causa do estadio de degradacdo da
area, caracterizado pela escassez de vegetacao na regido de deposicao do rejeito.
Certos metais, em elevadas concentracdes no solo, afetam processos fisiologicos
¢ bioquimicos, causando redugdo no crescimento, inibicdo da fotossintese e
respiracdo das plantas. A destrui¢do da cobertura vegetal em areas de mineragdo
potencializa a degradacdo do solo, promovendo erosdo hidrica e edlica, além de
lixiviagdo de contaminantes para o lengol freatico, desencadeando um
progressivo grau de contaminagdo de outras areas (KABATA-PENDIAS, 2011).
A maioria dos estudos realizados para a avaliacdo dos efeitos fisiologicos da
toxicidade de metais pesados as plantas ndo envolve contaminagdes multiplas
(OLIVEIRA, 2001; SAGARDOY et al., 2009; SKREBSKY et al., 2008), que
estdo frequentemente presentes em lodos de esgoto, residuos de mineradoras,
refinarias e aguas residuais.

As plantas hiperacumuladoras de metais t€ém recebido consideravel
atencdo no desenvolvimento de tecnologias para a remediagdo de solos
contaminados por metais pesados pelas atividades de minerac¢do. Essas espécies
sdo excelentes fitoextratoras, uma vez que podem acumular em seu interior,

principalmente na parte aérea, teores de metais de 100 a 1.000 vezes maiores
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que aqueles comparados aos de plantas ndo hiperacumuladoras (RASCIO;
NAVARI-IZZO0, 2010).

A diferenga de comportamento entre as espécies mostra a dificuldade na
indica¢do de plantas para a recomposi¢do de areas contaminadas. Um numero
restrito de plantas da flora local tem sido uma fonte potencial para programas de
fitorremediacdo, uma vez que sdo capazes de sobreviver, crescer e reproduzir em
solos com elevadas concentracdes de metais, dadas as suas adaptagodes
fisiologicas ao ambiente (YOON et al., 2006).

No Brasil, o estudo de Gomphrena claussenii (anteriormente
classificada como Gomphrena elegans e Alternanthera sp.), encontrada em uma
area de mineragdo de zinco, revelou a classificagdo desta espécie como
hiperacumuladora de Cd e Zn e promissora para ser utilizada em programas de
descontaminacdo de areas afetadas por estes elementos. Isso porque apresentou
elevada concentragdo de Cd (>100 mg kg™") e Zn (>10.000 mg kg™') na parte
aérea, valores estes superiores as concentra¢cdes normalmente encontradas nas
plantas (BORIN, 2010; CARVALHO, 2010).

A produgdo in vitro de espécies hiperacumuladoras tende a ser difundida
devido a possibilidade de produzir, em larga escala, um grande numero de
plantas homogéneas e com elevada qualidade sanitaria. Conhecer o
desenvolvimento in vitro de espécies coletados em areas contaminadas é uma
das primeiras etapas para o seu manejo, além de permitir a obtencdo de material
vegetal para a avaliacdo da tolerancia, do potencial fitoextrator e posterior
utilizagdo em programas de fitorremediagdo de areas impactadas negativamente
por metais pesados.

Embora a identificagdo da espécie Gomphrena claussenii para o
aprimoramento de programas de fitorremediagdo seja de suma importancia,

tornam-se necessarios, ainda, estudos que fornecam subsidios para explicar os
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mecanismos de tolerdncia desta planta ao ser submetida a elevadas
concentracdes de Zn e Cd. Quando estes metais pesados se acumulam em
elevadas concentragdes nas plantas, eles podem comprometer o funcionamento
de diversos processos fisiologicos, tais como alteragdes na taxa fotossintética,
transpiracdo, sintese de clorofila e integridade da membrana celular (SARWAR
et al., 2010). Sabe-se, ainda, que os efeitos toxicos de Zn e Cd podem resultar da
interacdo destes com outros elementos essenciais (SKREBSKY et al., 2008),
causando disturbios nutricionais que refletem na absor¢do ¢ no acumulo dos
nutrientes.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar
o efeito de concentracdes crescentes e combinadas de Zn ¢ Cd em solucdo
nutritiva ¢ da época de colheita, no teor, no acimulo e na translocagdo de
elementos em Gomphrena claussenii, bem como o crescimento desta espécie

cultivada in vitro, sob concentragdes crescentes de Zn.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Contaminac&o por metais pesados

A intensificagdo das atividades industriais tem resultado em uma
expressiva contaminagdo do ambiente com a adi¢do de residuos organicos e
inorganicos (JABEEN; AHMAD; IQBAL, 2009).

A mineragdo ¢ a industrializagdo de metais representam potenciais
fontes poluidoras do ambiente devido a adi¢do de metais pesados ao solo. Os
residuos ricos em metais pesados gerados por estas atividades sdo acumulados
em depositos de rejeito que, ao serem expostos aos processos de drenagem
natural, lixiviagdo e erosdo, promovem a solubilizacdo de metais ¢ desencadeiam

progressivo grau de contaminagao de areas adjacentes (SILVA et al., 2004).
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O termo “metal pesado” refere-se a qualquer elemento metalico com
densidade relativamente alta e toxico aos organismos, sendo muito deles até em
baixas concentragdes. Por isso, frequentemente designa elementos classificados
como poluentes do ar, agua, solo, plantas e alimentos, uma vez que ndo sao
degradados ou modificados, como ocorre com o0s contaminantes organicos.
Assim, mantendo-se a fonte contaminante, pode ocorrer a acumulacio
progressiva e persistente do metal no solo. Os metais pesados sdo definidos
como um grupo de metais, semimetais ¢ ndo metais que possuem densidade
especifica acima de 5 g cm™ e massa atdmica maior que 40 (SEREGIN;
IVANOV, 2001). Também s3o conhecidos como elementos-trago, por serem
encontrados na crosta terrestre, em quantidades inferiores a 0,1% (1.000 mg kg
") (KABATA-PENDIAS, 2011).

A maioria dos metais pesados ndo tem funcdo nutricional conhecida,
como ¢ o caso do Cd, Hg e Pb, porém, outros sdo micronutrientes, como, por
exemplo Fe, Cu e Zn. Esta essencialidade ¢ justificada por suas propriedades
quimicas, tornando-os ions indispensaveis ao metabolismo dos vegetais. No
entanto, todos sdo toxicos, quando disponiveis em concentragdes elevadas na
solucdo do solo (MARIA et al., 2011).

Dentre os metais pesados considerados perigosos ao ambiente, o Cd e o
Zn ocupam, respectivamente, a sétima e a septuagésima quinta posi¢ao na lista
da Agency for Toxic Substances and Disease Registry - ATSDR (2011), na qual

constam as 250 substancias mais toxicas aos seres humanos.

2.2 Cadmio

O cadmio (Cd) é um elemento quimico de nimero atomico 48 e massa
atomica de 112,4 u, situado no grupo 12 (2B) da classificagdo periodica dos

elementos. Tem sido considerado um dos mais perigosos metais pesados aos
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organismos, dadas sua elevada toxicidade e solubilidade, ampla distribuicao na
crosta terrestre e uso intenso para a fabricagdo de itens como fungicidas,
plasticos coloridos, pigmentos de tintas, lubrificantes, baterias de automoveis,
fertilizantes fosfatados e pilhas, dentre outros (DAS; SAMANTARAY; ROUT,
1997). Apos sua utilizagdo para a fabricacdo dos diversos materiais, o Cd ¢
adicionado ao solo por meio da deposi¢do de lixo organico, residuos de pneus,
oleos, lodo de esgoto e residuos de mineragdo (BERGMANN, 1992).

Quando o Cd ¢é encontrado na sua forma disponivel, trocavel, é
facilmente absorvido pelas plantas, sendo pH ¢ matéria organica os fatores mais
importantes que controlam a disponibilidade deste elemento no solo
(BARANCIKOVA; MADARAS; RYBAR, 2004).

Na natureza, Cd e o Zn sdo, normalmente, encontrados juntos em
minérios e tém propriedades fisicas e quimicas similares, sendo ambos
pertencentes 2 mesma coluna da tabela periddica (2B). Isso implica em uma
série de propriedades quimicas e fisicas semelhantes entre estes metais, como
estrutura ionica, eletronegatividade e forte afinidade pelo enxofre (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001). Assim, acredita-se que o comportamento destes
dois elementos nos sistemas biologicos seja similar (DAS; SAMANTARAY;
ROUT, 1997).

2.3 Zinco

O zinco (Zn) é um metal de nimero atdmico 30 e o 2° metal de transi¢do
mais abundante nos organismos, ficando atras apenas do ferro (BROADLEY et
al., 2007).

Na fracdo mineral dos solos, este elemento ¢ encontrado,
principalmente, em minerais ferromagnesianos, como biotita, magnetita,

hornblenda e sulfeto de Zn que, ao sofrerem intemperizacdo, liberam Zn, que
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pode ser adsorvido aos coloides do solo, como um cation divalente ou formar
complexos com a matéria organica do solo, principalmente em solos tropicais
(DECHEN; NACHTIGALL, 2006). Sua disponibilidade pode ser afetada pelo
pH do solo, sendo maior naqueles acidos (MARSCHNER, 1995).

Devido a sua propriedade anticorrosiva, o Zn tem grande aplicagdo na
construgdo civil e na industria automobilistica ¢ de eletrodomésticos, sobretudo
na galvanizacdo, servindo como revestimento do aco. Além disso, ¢ um
importante componente de diversas ligas e amplamente utilizado como
catalisador de produtos quimicos, como borracha, pigmentos, plasticos,
lubrificantes e pesticidas (JESUS et al., 2001; KABATA-PENDIAS, 2011).

A acdo antropogénica contribui para a maior entrada de Zn nos solos,
como resultado das atividades de mineragao e fundicdo (NRIAGU, 1996). Além
destas, outras entradas de Zn incluem queima de combustiveis fosseis, residuos
de mineragdo, adubos fosfatados, particulas de superficies galvanizadas e

residuos derivados de praticas agricolas, dentre outros (ALLOWAY, 1995).

2.4 Absorcéo de metais pesados pelas plantas

A absorcdo de metais pelas plantas envolve, primeiramente, a
interceptagdo e a entrada dos mesmos pelas raizes, como ocorre com os demais
nutrientes, juntamente com a agua (KVESITADZE et al., 2006). Uma vez que os
ions metalicos penetram o sistema radicular, estes podem ser armazenados neste
local ou ser encaminhados para a parte aérea, principalmente através do xilema
(HARDIMAN; JACOBY; BANIN, 1984).

Assim como todos os organismos vivos, as plantas sdo, geralmente,
sensiveis, tanto a deficiéncia quanto ao excesso de metais disponiveis. De forma

geral, a relagdo entre a concentragdo de metais disponivel na solug¢do do solo ¢ a
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concentracao absorvida pelas plantas nem sempre ¢ direta (NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010). A capacidade de absor¢io de metais pesados pelas
plantas, seja ela em niveis toxicos ou ndo, pode ser influenciada pela espécie
vegetal, pH do solo, tempo de exposi¢do ao contaminante, regime de agua, teor
de argila, de matéria organica, presenca de anions, textura do solo, temperatura,
luminosidade, umidade, presenga de corretivos e fertilizantes, aeragdo, potencial
redutor do solo, presen¢a de micorrizas, equilibrio entre os nutrientes e
concentracdo de outros metais pesados (KABATA-PENDIAS, 2011).

Quanto a absorcdo, as plantas podem ser classificadas de diversas
maneiras. As exclusoras sdo aquelas nas quais a concentra¢do de metais pesados
¢ mantida em niveis constantes até que uma concentracdo critica no solo seja
alcancada. Estas plantas t€ém a capacidade de evitar a translocagdo dos metais
pesados das raizes para a parte aérea. No entanto, elas podem conter grande
quantidade de metais em suas raizes. Em oposi¢ao as exclusoras, tém-se as
acumuladoras, nas quais os metais podem ser encontrados em elevadas
concentracdes em determinadas partes da planta, sendo estes encontrados em
alto ou baixo teor no solo. Por ultimo, t€m-se as indicadoras, nas quais a
absor¢cdo e o transporte de metais para a parte aérea sdo regulados e a
concentracdo interna reflete os niveis externos de contaminagdo (BAKER,
1981).

Algumas plantas denominadas hiperacumuladoras tém a habilidade de
estocar elevados teores de metais, incluindo aqueles que sdo dispensaveis ao seu
metabolismo, sem, contudo, prejudicar seu crescimento (CONN; GILLIHAM,
2010). Esses vegetais sdo definidos como espécies capazes de acumular, na parte
aérea, metais em niveis cem vezes maiores do que normalmente se observa em
plantas ndo acumuladoras (mais de 10 mg kg™ de Hg, 100 mg kg de Cd, 1.000
mg kg de Co, Cr, Cu, Pb e mais de 10.000 mg kg™ de Zn e Ni). Cerca de 450
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espécies de angiospermas tém sido identificadas como hiperacumuladoras de
metais (As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sb, Se, Ti, Zn), representando menos que
0,2% das espécies de plantas conhecidas (RASCIO; NAVARI-IZZO0, 2010).

As espécies hiperacumuladoras de metais sdo comumente requeridas e
introduzidas em programas de fitorremediac@o. A fitorremediag@o ¢ uma técnica
emergente de descontaminagdo ambiental, realizada in situ e definida pelo uso
de plantas e sua microbiota associada para remover, destruir ou sequestrar
contaminantes da agua, ar ou solo (MEMON; SCHRODER, 2009; PRASAD,
2003).

Embora a extragdo de elementos toxicos por plantas hiperacumuladoras
seja vista como uma técnica promissora para a descontaminagdo de areas
afetadas por metais pesados, ainda sdo necessarios estudos acerca dos
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos na absor¢do de

metais nestes vegetais (COSIO; MARTINOIA; KELLER, 2004).

2.4.1 Absorcéo de Cd pelas plantas

Mesmo nao sendo considerado um elemento essencial ao
desenvolvimento dos vegetais, o Cd, uma vez presente no solo, pode ser
absorvido na forma de Cd*" de forma passiva, na qual a captura envolve difusio
dos ions da solugdo do solo para dentro da endoderme ou, de forma ativa, por
gradiente de concentragdo, requerendo energia metabolica (SALT et al., 1995).

Normalmente, o Cd ¢ retido nas raizes e somente pequenas quantidades
sdo transportadas para a parte aérea. Apds ser absorvido pelas raizes através dos
tecidos do cortex, o Cd alcanga o xilema via apoplasto e ou simplasto, podendo
estar complexado a varios ligantes, como os acidos orgéanicos ou fitoquelatinas.

Por meio da atuagdo destes complexos metalo-organicos, o Cd ndo seria
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facilmente movimentado por toda a planta, impedindo uma série de
fitotoxicidades e alteragdes no metabolismo vegetal (ALLOWAY, 1995;
KABATA-PENDIAS, 2011). O efeito do Cd na atividade enzimatica esta
associado ao fato de que grande nimero de enzimas contém metais e a
substituicdo destes por outro metal de mesma carga e tamanho similar pode
resultar na inibi¢ao da atividade da enzima. O zinco é um constituinte de muitas
metaloenzimas, além de varios fatores transcricionais importantes na regulagao
da expressdo génica. O Cd, por sua semelhanga com o Zn, pode substitui-lo
nestas enzimas, resultando em alteracdo da atividade enzimatica (SHAW;
SAHU; MISHRA, 2004).

A presenca de excessivas concentragdes de Cd na solugdo do solo e sua
posterior absor¢do em niveis toxicos pode promover mudancas morfologicas,
fisiologicas, bioquimicas e estruturais nos vegetais. Sabe-se que concentragdes
entre 5 e 30 mg kg’ na matéria seca da parte aérea das plantas sdo consideradas
toxicas para quase todas as espécies (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).
Esta toxidez ocorre devido a alteragdes que o Cd provoca nos estomatos,
impedindo seu fechamento e desencadeando um desbalanco hidrico, além de
alterag¢des no transporte de elétrons, no ciclo de Calvin, na estrutura do grana, na
sintese de clorofila e na fosforilagdo oxidativa (BARCELO; VASQUES;
POSCHENRIEDER, 1988). Ja com relagdo aos efeitos visiveis da exposi¢ao das
plantas a elevadas concentra¢des de Cd, tém-se, ainda, clorose nas folhas e
inibicdo do crescimento, com consequente redugdo na producdo de biomassa

(CLEMENS, 2006).
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2.4.2 Absorc¢ao de Zn pelas plantas

O Zn ¢ considerado um micronutriente para as plantas e o unico metal
presente em todas as seis classes de enzimas (oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases ¢ ligases). Desempenha papel importante em
diversos processos metabdlicos como componente e ativador enzimatico, além
da sintese de proteinas, carboidratos e metabolismo lipidico nos vegetais
(BROADLEY et al., 2007). O Zn ¢ necessario, ainda, para manter a integridade
dos ribossomos, tem papel estrutural no processo de transcrigdo e é um cofator
da RNA polimerase. Além disso, participa da formagdo de hidratos de carbono e
catalisa processos de oxidagdo nas plantas (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH,
2010).

O zinco ¢ adquirido a partir da solugdo do solo pelas raizes
principalmente na forma de Zn**, que pode estar complexado em ligantes
organicos ou na argila (MARSCHNER, 1995). Nas plantas, este elemento ¢
transportado das raizes para a parte aérea através do xilema, embora se saiba que
0 Zn ¢é pouco movel nas plantas (MENGEL; KIRKBY, 1982) e que, na maioria
das espécies, o teor deste elemento nas raizes € bem maior que na parte aérea.

A concentragdo de Zn para o ideal crescimento da maioria das plantas é
de 15-20 mg kg de matéria seca, enquanto teores maiores que 300 mg de Zn
por kg de matéria seca podem provocar sintomas visiveis de toxidez
(MARSCHNER, 1995). Os sintomas mais tipicos da caréncia de Zn consistem
no encurtamento dos interndédios e na producdo de folhas novas pequenas,
cloroticas e lanceoladas (FAGERIA; BALIGAR; CLARK, 2002). A toxicidade
de Zn pode ser comum em solos acidos, em solos cujo material de origem ¢
composto por rochas ricas neste nutriente ¢ em locais onde ha aplicagdes de

residuos organicos ou fontes industriais. A toxidez de Zn nas plantas ¢
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visivelmente caracterizada pelo surgimento de clorose e pigmentacdes
vermelhas no peciolo e nas nervuras das plantas. Este ultimo sintoma estaria
associado a interagdes de Zn e P que podem alterar os padrdes de absorgdo e
translocagdo de P, causando deficiéncia deste elemento na planta (DECHEN;
NACHTIGALL, 2006).

Embora nao se saiba exatamente a causa da toxicidade de Zn nas
plantas, acredita-se que este metal possa se associar inapropriadamente a
ligantes intracelulares ou competir com outros ions metalicos por sitios ativos de
enzimas ou proteinas transportadoras, influenciando a permeabilidade das

membranas (ISHIMARU; BASHIR; NISHIZAWA, 2011).

2.5 Transportadores de membrana

Com a finalidade de manter a concentragao de metais dentro dos limites
fisioldgicos e para minimizar os efeitos deletérios de metais ndo essenciais, as
plantas desenvolveram uma complexa rede de mecanismos homeostaticos
utilizados para controlar a absor¢do, a acumulacdo, o transporte e a
desintoxicacdo aos metais (CLEMENS, 2001; SANTOS et al., 2006). Essas
estratégias para lidar com flutuagdes no ambiente podem incluir uma altera¢ao
significativa na expressdo de genes, particularmente dos transportadores de
membrana que sdo responsaveis pela captagdo, translocagdo e sequestro de
elementos minerais essenciais ¢ ndo essenciais (MEMON; SCHODER, 2009).
Dessa forma, os transportadores de membrana estariam ligados diretamente aos
processos que levam a tolerancia e ao armazenamento de metais pesados nas
plantas.

O Cd, por ser um ion metalico ndo essencial ao desenvolvimento

vegetal, provavelmente ndo seria absorvido pelas plantas por meio de um
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mecanismo especifico. Dessa forma, o Cd assim como outros cations toxicos,
provavelmente, penetra as células vegetais através de uma variedade de
proteinas com maior especificidade para ions, como Ca*", Fe*', Zn*, Mg%,
Mn*', Cu®" e Ni*', resultando em alteracdes nas concentracdes de determinados
elementos na parte aérea das plantas (BROADLEY et al., 2001). Algumas
familias de proteinas que sdo capazes de transportar outros metais de transicao,
como Fe, Zn e Mn, t€m sido apontadas como transportadoras de Cd. Entre elas
estio Zn-regulater transporter, ou ZRT e Fe-regulater transporter, ou IRT,
denominadas, em conjunto, como ZIP, resistance-associated macrophage
proteins ou NRAMP e cation diffusion facilitator, ou CDF (GUERRINOT,
2000; HALL; WILLIAMS, 2003). O Cd pode ainda ser absorvido pelas plantas
via canais de Ca’" (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002).

O papel da proteina IRT em transportar ndo somente o Fe, mas também
outros elementos, estd de acordo com as observagdes de estudos fisiologicos
realizados em espécies de plantas. Em um trabalho realizado por Cohen et al.
(1998), verificou-se que a regulacio de sistemas de captagdo de Fe** permitiu a
entrada de Cd*" e Zn®" nas células de raizes de Pisum sativum L. cv Sparkle.
Segundo os autores, a deficiéncia de Fe induziu a expressao do transportador
IRT1 e isso, provavelmente, facilitou o transporte dos cations divalentes. A
funcdo de transporte do Cd por IRT e NRAMP também foi observado em outros
trabalhos realizados nas espécies Arabidopsis (KORSHUNOVA et al., 1999;
THOMINE et al., 2000) ¢ T. caerulescens (ZHAO et al., 2002).

Para o Zn, diversos estudos também identificam a familia de proteinas
ZIP como principal mediadora da absor¢do deste elemento nas plantas
(FILATOV et al., 2006; ISHIMARU et al., 2005; MOREAU et al., 2002;
PENCE et al, 2000). As proteinas ZIP apresentam oito dominios

transmembrana e radicais amino e carboxil situados na superficie externa da
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membrana plasmatica. ZIP 1 e ZIP 3 s3o expressas nas raizes em resposta a
deficiéncia de Zn, sugerindo que elas transportam Zn do solo para a planta,
enquanto ZIP 4 é expressa tanto na parte aérea quanto nas raizes, sugerindo que
ela transporte Zn intracelularmente e entre os tecidos das plantas

(GUERRINOT, 2000; ISHIMARU; BASHIR; NISHIZAWA, 2011).

2.6 Influéncia de metais pesados na absorg¢éo e na translocagéo de
nutrientes

O equilibrio quimico nas plantas é essencial para promover seu pleno
crescimento e desenvolvimento. Como visto anteriormente, apds a planta ser
submetida a concentragdes estressantes de metais pesados e permitir a entrada
destes nas células, espera-se encontrar efeitos nos processos de absorcao,
acumulagdo, transporte e uso de varios nutrientes.

Um dos mecanismos que explicam mudangas na concentragdo € na
composi¢do dos nutrientes no interior das plantas afetados por Cd e Zn seria
fisico-quimico e ¢ regido pelo tamanho - raio idnico - destes em relagdo aos
demais elementos, causando competi¢do. Outro mecanismo seria a alteragdo no
metabolismo celular por interferir na estrutura e na atividade das membranas,
além de provocar inibicdo no crescimento radicular. Esses efeitos
desencadeariam outros novos, como alteragdes no balango hormonal, deficiéncia
de nutrientes, inibi¢do da fotossintese, variagdes na transloca¢do de
fotoassimilados e alteragdes nas relagdes de agua, entre outros (BARCELO;
POSCHENREIDER, 1990).

Diversos estudos apontaram que a toxicidade de Cd e Zn, aplicados
isoladamente ou em combinagdo, pode influenciar no metabolismo de elementos
essenciais as plantas, resultando em desordens fisioldgicas e desbalango de

elementos nas plantas.
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A aplicagdo de concentragdes combinadas de Cd (2 ¢ 5 pumol L™") ¢ Zn
(10 e 25 pmol L) em feijdo levou ao incremento no acumulo de Cu ¢ Mn nas
raizes, enquanto na parte aérea o acumulo destes dois elementos foi reduzido. Ja
as concentragdes de Fe, Ca e K nas duas partes da planta permaneceram
inalteradas (CHAOUI; GHORBAL; FERJANI, 1997).

A presenca de Zn em doses crescentes (0,1; 1; 2 mmol L™) em solugio
nutritiva promoveu redu¢do na concentragdo de Fe, Cu e P em folhas de cana-
de-acucar (JAIN et al., 2010). J4 em duas espécies de eucalipto (E. maculata e
E. urophylla), altas doses de Zn (1.200 e 1.600 pmol L") reduziram as
concentracdes de Fe e Ca na parte aérea das plantas, sendo observado, também,
efeito negativo acentuado das doses aplicadas sobre o crescimento das plantas.
Essas mesmas espécies, submetidas a doses de Cd (180 umol L), tiveram os
teores de Ca e Mg na parte aérea reduzidos (SOARES et al., 2001). Ja em
Lycopersicon esculentum, observou-se que a aplicagdo de 10 pmol L™ de Cd
provocou efeito antagénico na absor¢ao de Mn (DONG; WU; ZHANG, 2002).

A resposta mostrada por algumas espécies, quando submetidas a
ambientes contaminados por metais pesados, pode ser muito varidvel. Na
matéria seca de raiz de Cedrela fissilis, a aplica¢do de doses entre 0 e 132 pmol
L' deCd promoveu aumento linear nos teores de P, Fe e Cu, reducdo no teor de
Zn, além de resposta quadratica positiva sobre o teor de Mg e Mn e negativa
sobre o teor de S. Ja para as folhas, foram observados aumentos lineares nos
teores de Fe, resposta quadratica positiva sobre o teor de Cu e Zn e negativa
sobre o teor de P, Ca e Mn (PAIVA; CARVALHO; SIQUEIRA, 2001).

A translocagdo dos elementos nas plantas também pode ser afetada pela
presenca de elevadas concentragdes de metais pesados na solu¢do, como Cd e
Zn. Esse evento pode provocar uma série de desarranjos fisiolégicos nas plantas,

uma vez que passa a ocorrer deficiéncia ou excesso de determinado nutriente na
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parte aérea, prejudicando o desenvolvimento e o crescimento normal dos
vegetais (PAIVA; CARVALHO; SIQUEIRA, 2002).

A translocagdo refere-se ao movimento ou a transferéncia do ion do
local de absor¢ao na raiz para outro qualquer, dentro ou fora da raiz
(MARSCHNER, 1995). J& o indice de translocacdo ¢ representado em
porcentagem e tem como base a quantidade total de determinado elemento
acumulada na raiz que foi transferida para a parte aérea (ABICHEQUER;
BOHNEN, 1998).

Paiva, Carvalho e Siqueira (2002), trabalhando com mudas de cedro
(Cedrela fissilis) e ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa), verificaram que a
translocacdo de P, K, Ca, Mg, S ¢ Zn em ipé aumentou com o incremento de
doses de Cd, em solugdo nutritiva, que variaram entre 0 e 132 pmol L™. J4 para
cedro, a aplicacdo das doses de Cd ndo interferiu na translocagdo de P, K e Ca,
enquanto aumentou a translocagdo de Mg, Mn e Zn e diminuiu a de S, Cu e Fe.
Por outro lado, a aplicagdo de doses crescentes de Cd em plantas de milho,
azevém, trevo-branco e repolho, cultivadas em solucdo nutritiva, provocou
redugdo na translocagdo de Zn, Fe, Cu, Mn, Ca ¢ Mg ¢ aumento na translocagdo
de P (YANG et al., 1996).

Estudos revelam que a translocagdo de Fe das raizes para a parte aérea
de soja ¢ influenciada pela presenga de Zn na solucdo (AMBLER; BROWN;
GAUCH, 1970). Em determinadas situacdes, o excesso de metais pesados nao
afeta a absor¢do e translocacdo de Fe e, ainda sim, algumas plantas exibem
sintomas de deficiéncia induzidos, possivelmente, devido a desbalangos
nutricionais ou ao fato do metabolismo de o Fe estar sendo afetado
(MALAVOLTA, 2006).

Em Cucumber sativus, o aumento de concentra¢des de Zn (0,014; 0,06

¢ 0,1 mg kg™") em solugdo nutritiva reduz a translocagéo de P e Mn, fazendo com
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que estes elementos permanecam nas raizes em niveis toxicos as plantas
(ABOU-HADID et al., 1994).

Algumas das contradi¢gdes de interacdes de Cd e Zn com outros metais
observadas nos diferentes trabalhos citados podem ser devido aos resultados
serem amplamente dependentes das condigdes experimentais testadas, como
concentracdo do metal pesado, tipo de solugdo nutritiva, parte da planta e
espécie estudada, sendo necessario testar o comportamento de cada espécie em
face do ambiente no qual se deseja simular.

Embora o indice de translocagdo seja o pardmetro mais utilizado em
trabalhos nos quais se deseja avaliar a translocagdo de elementos nas plantas, ele
¢ indicado apenas quando se tem pouca interferéncia dos tratamentos sobre a
matéria seca ou sobre a propor¢cdo do teor entre parte aérea e raizes. Em
avaliagdes da toxicidade de metais nas plantas, o estudo da razdo dos teores dos
elementos na parte aérea e raiz da plantas ¢ o mais indicado, em detrimento do
indice de translocacdo, por ndo depender do comportamento da produgdo de
matéria seca.

Estudos acerca da influéncia multipla de metais pesados sobre a
absor¢do ¢ translocacdo de nutrientes em plantas utilizadas para a
descontaminacdo dos solos praticamente inexistem na literatura, culminando em
esfor¢os para conhecer o efeito destes ndo s6 na sobrevivéncia das plantas, mas
também no comportamento de elementos essenciais ao desenvolvimento dos

vegetais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento |

Este trabalho consiste em uma etapa subsequente ao realizado por
Carvalho (2010). Resultados satisfatorios alcangados pela autora, os quais foram
baseados na producdo de matéria seca, capacidade de bioacumulagao, teores de
Zn ¢ Cd e atividade de enzimas antioxidantes em Gomphrena claussenii
(anteriormente classificada por Gomphrena elegans), possibilitaram classificar
tal espécie como hiperacumuladora de Zn e Cd. Contudo, ao longo do periodo
experimental, observaram-se, dependendo da concentragdo de Zn+Cd utilizada,
indicios de que a planta sofreu desbalangos nutricionais possivelmente devido ao
ambiente estressante ao qual foi submetida. Dessa forma, tal indagacao originou
a necessidade de execugdo deste primeiro experimento, que teve inicio a partir
da andlise dos elementos (Ca, P, K, S, Fe, Cu e Mn) na planta. De qualquer
modo, toda condug¢do experimental realizada por Carvalho (2010), desde a coleta
do material sera descrita a seguir.

A amostragem das plantas foi realizada em dezembro de 2007, em uma
area nas serras do Pogo Verde e do Sucuri, entorno de uma regido de mineracao
de zinco na cidade de Vazante, no noroeste de Minas Gerais. Oito plantas foram
coletadas e identificadas como 5B, conforme a posi¢do do local de coleta

(Figuras 1 e 2) e, posteriormente, acondicionadas em sacos plasticos.
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Figura 1 Mapa de Minas Gerais, com destaque para a regido noroeste do estado,
onde se encontra o municipio de Vazante
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Figura 2 Localizag@o da area de estudo em unidade de mineragdo de zinco em
Vazante, MG
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A multiplicacdo do material foi realizada por meio da técnica de
micropropagacao, no Laboratério de Cultura de Tecidos, Departamento de
Agricultura, da Universidade Federal de Lavras. Apds a coleta, as plantas
matrizes foram mantidas em casa de vegetacdo. Para a propagagdo, foram
utilizadas como explantes gemas vegetativas novas apicais e laterais. O processo
de assepsia foi de 10 minutos, em agua corrente, seguido por imersao sob
agitacdo em hipoclorito de sodio (40%) e Tween-20, durante 15 minutos. Ao
final, foram realizados 5 enxagues com agua destilada autoclavada, dentro de
um fluxo laminar. Os explantes foram inoculados em frascos de 25 x 150 mm
contendo 12 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com
3% de sacarose, 0,6% de agar e pH ajustado para 5,7+0,1, autoclavado durante
20 minutos (1 atm, 120 °C). Os frascos foram mantidos durante 40 dias em sala
de crescimento, com fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, fornecido por
lampadas fluorescentes do tipo luz do dia, com intensidade luminosa de 25 umol
m? s e temperatura de 26+1 °C. A aclimatizag¢io das plantulas foi realizada em
bandejas de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax, por
um periodo de duas semanas.

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com solucdo
nutritiva em sistema hidroponico, sob aeragdo constante. As plantulas
permaneceram em solucdo de Clark, para adaptagdo, por trés semanas, com
concentragdes crescentes correspondentes a 25%, 50% e 100% da forga ionica.
A solugdo nutritiva de Clark (1975) contém: 7,26 mmol LN -NO;3 0,90 mmol
L' N - NH,"; 0,07 mmol L' P; 1,80 mmol L" K; 2,60 mmol L Ca; 0,60 mmol
L' Mg; 0,50 m mol L™ S; 7,0 pmol L™ Mn; 2 pumol L™ Zn; 0,5 pmol L™ Cu; 19
umol L™ B; 0,60 pmol L™ Mo e 38 umol L' Fe complexado com Na,-EDTA. As

solugdes foram trocadas semanalmente, renovando-se a contamina¢do com
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Zn+Cd e o pH da solugdao mantido em 5,5, com adi¢do de NaOH ou HCI 0,1 mol
L™, quando necessario.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4 x 3, sendo 4 concentragdes crescentes de
Zn+Cd e 3 épocas de coleta das plantas (aos 15, 30 e 45 dias). Como na area
estudada existe a presenca de uma contaminagdo multipla, as concentragdes
estabelecidas seguiram uma razao Zn+Cd, em molaridade, de 64. Essa razio foi
determinada de acordo com os resultados de experimentos realizados por
Carvalho (2010), estabelecendo como maior dose aquela na qual as plantas nao
apresentaram sintomas de toxidez com a aplica¢do de concentragdes de Zn+Cd.
As concentragdes combinadas utilizadas neste experimento foram 16,25 pmol
(16,0 Zn ¢ 0,25 Cd); 162,5 umol (160 Zn e 2,5 Cd); 325 umol (320 Zne 5 Cd) e
975 umol (960 Zn e 15 Cd). As fontes dos sais utilizadas foram ZnSO, e CdSO,.
Os tratamentos resultaram da combinagao das quatro concentragdes de Zn+Cd e
trés épocas de coleta das plantas, caracterizando 12 tratamentos com trés
repetigoes, totalizando 36 parcelas. Os vasos utilizados apresentavam capacidade
de 1,7 L e continham uma tnica planta.

Durante a conducdo do experimento, foram observadas possiveis
ocorréncias de sintomas de toxidez e os efeitos no crescimento das plantas.

Aos 15, 30 e 45 dias de exposicdo as concentracdes de Zn+Cd, as
plantas foram colhidas, sendo separadas em parte aérea (folha e caule) e raizes.
A parte aérea foi lavada em agua deionizada e as raizes foram imersas em
solucdo de 4cido cloridrico 10% (v/v), por um minuto e, em seguida, enxaguadas
em agua deionizada. A seguir, ambas as partes foram secas em estufa, a
temperatura entre 65 e 75° C, até atingir massa constante. O peso da matéria

seca foi determinado em balanga de precisao (0,01 g) e, em seguida, a matéria



30

seca foi moida em moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38
mm, para ser analisada quimicamente.

O material moido foi digerido segundo o método 3051 da United States
Environmental Protection Agency - USEPA (1995), utilizando-se de 0,5 g de
material em 10 mL de HNOs concentrado, em forno de micro-ondas, com tubos
de Teflon® PTFE, a pressao 0,76 MPa, por dez minutos. A temperatura
alcancada a pressao de 0,76 MPa foi de, aproximadamente, 175 °C. Apds a
digestdo, o extrato foi filtrado e seu volume completado até 20 mL com agua
destilada. Apds a obtencdo dos extratos, foram determinados os teores de Cd e
Zn, dados obtidos por Carvalho (2010), por espectrofotometria de absorgdo
atomica, utilizando-se o equipamento Perkin Elmer AAnalyst 800®, com
atomizador tipo forno de grafite e, para os teores mais elevados (>1,0 mg L™),
por meio da espectrofotometria de absor¢do atomica com atomizador tipo
chama.

A partir dos extratos, também se quantificaram os teores dos elementos
Ca, P, K, S, Fe, Mn ¢ Cu, por espectrometria de fluorescéncia de raios X, por
reflexdo total (S2 PICOFOX — Bruker), adicionando-se 10 pL do extrato em
porta amostras de quartzo. Utilizou-se o galio como padrao interno e o tempo de
leitura foi de 400 segundos.

O controle e a garantia da qualidade dos resultados das andlises foram
assegurados pelo uso de material de referéncia BCR-482 Lichen, proveniente do
Institute for Reference Material and Measurements - European Commission
(IRMM) inserido nas baterias de analise.

O acumulo dos elementos por planta foi calculado por meio da
multiplicacdo da matéria seca produzida na parte aérea ou raiz pela concentragao

do elemento no tecido vegetal.



31

De posse dos teores de Ca, P, K, S, Fe, Mn, Cu, Cd e Zn nas plantas,
também se calculou o fator de translocacdo (FT= teor elemento parte aérea/teor
elemento nas raizes). Por meio deste fator, é possivel avaliar a habilidade da

espécie em translocar determinado elemento da raiz para a parte aérea.

3.2 Experimento 11

O segundo experimento foi realizado no periodo de 27 de outubro a 26
de novembro de 2010, no Laboratorio de Cultura de Tecidos, no Departamento
de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

Plantas matrizes de Gomphrena claussenii, previamente coletadas na
area de mineragdo descrita anteriormente, cujo solo apresentava elevadas
concentracdes de Zn, foram mantidas em casa de vegetacdo. Posteriormente,
foram coletados segmentos nodais (contendo um par de gemas) destas plantas
matrizes ¢ os mesmos foram introduzidos assepticamente em condigdes de
cultivo in vitro. Os segmentos nodais foram submetidos a lavagem por dez
minutos em agua corrente, seguida de imersdo em solucao de hipoclorito de
sodio (40%) mais Tween-20, por 15 minutos, sob agitagdo constante. Passaram
também por cinco lavagens em agua destilada e esterilizada em camara de fluxo
laminar. Apods a assepsia, os mesmos foram individualizados e inoculados em
frascos de 25 x 150 mm contendo 12 mL meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), adicionando-se 3% de sacarose e 0,6% de agar. O pH foi
ajustado para 5,7+0,1, antes da inclusdo do agar e da autoclavagem (1 atm, 120
°C, 20 minutos). Todos os frascos foram mantidos em sala climatizada, com
fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, fornecido por lampadas fluorescentes do
tipo luz do dia, com intensidade luminosa de 25 pumol m™ s e temperatura de

26+1 °C.
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Apbs o estabelecimento e o crescimento das plantulas, estas foram
utilizadas para a obtencdo dos segmentos nodais que foram submetidos as
concentracdes de Zn. O padrio estabelecido foi o de duas folhas por segmento
nodal, pertencentes ao ter¢o médio da plantula, com comprimento médio de
lem.

O delinecamento utilizado foi inteiramente casualizado, com oito
repeticdes, totalizando 40 plantas para o experimento. Os tratamentos
consistiram de cinco concentragdes de Zn (0, 16, 160, 320 e 960 pumol L'l),
aplicadas por meio de sulfato de Zn (ZnSO,.7H,0). As plantulas permaneceram
em meio de cultura por 30 dias e, ao final do experimento, foram avaliadas em
relagdo aos pardmetros biométricos, que consistiram no nimero de folhas (NF),
comprimento da plantula (ALT) - medida entre a base do caule e a extremidade
superior da maior folha -, comprimento do sistema radicular (COM), massa de
matéria fresca (MF), massa de matéria seca (MS), numero de internédios (NIN),
numero de brotos (NB), nimero de pares de gemas emitidos (PGE), bem como

diagnose visual.

3.3 Analise estatistica

Os dados obtidos nos dois experimentos foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as equacdes de regressdo ajustadas as variaveis dependentes,
em fun¢do das concentragdes de Zn e Cd aplicadas. Os critérios para a escolha
dos modelos de regressio foram maior coeficiente de determinagdo,
significancia dos coeficientes de regressdo até 5% de probabilidade e significado
biologico do modelo. As analises estatisticas foram realizadas com o programa

computacional SISVAR (FERREIRA, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores certificados para Zn, Cd ¢ Cu nas amostras padrao de
referéncia, bem como os percentuais de recuperagdo desses metais nas mesmas,
sd0 mostrados na Tabela 1. Os valores encontrados sdo teores médios dos
elementos, sendo resultado da leitura de trés amostras padrdo. Em virtude da
recuperacdo dos elementos obtida nas amostras certificadas, os teores revelam a
boa qualidade dos dados analiticos obtidos por espectrometria de fluorescéncia

de raios X ou por espectrometria de absor¢ao atomica.

Tabela 1 Valores certificados, teores encontrados e recuperagdo de Zn, Cd e Cu
nas amostras de referéncia analisadas por diferentes métodos de leitura

BCR®-482*  Valor certificado Valor encontrado Recuperacéo

mg kg %
Zn** 100,6(+2,2) 96,4 95,8
Cu** 7,03(0,19) 7,00 99,6
Cd*** 0,56(+0,02) 0,47 84,0
Zn*** 100,6(+2,2) 71,9 71,5

* padrdo de referéncia produzido a partir de liquen e proveniente do Institute for
Reference Material and Measurements - European Commission (IRMM)

** espectrometria de fluorescéncia de raios X

***espectrometria de absor¢do atomica

A seguir, sdo descritos os resultados referentes a producdo de matéria
seca, teor ¢ acumulo dos elementos nas plantas sob concentragdes de Zn e Cd
aplicadas. Cabe ressaltar que, embora os dados referentes as trés épocas de
colheita das plantas (15, 30 e 45 dias) estejam representados ao longo do

trabalho por meio de graficos e tabelas, foi dada maior énfase a discussdo dos
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resultados obtidos aos 45 dias de coleta das plantas (DCP), o que também ndo
impediu que dados de outras épocas de colheita fossem mencionados quando
julgado necessario. Tal feito foi realizado por considerar este o periodo no qual,
provavelmente, as plantas estariam mais adaptadas as solugdes nutritivas,
representando ou extrapolando o maximo possivel as condi¢des externas, em
campo, na qual as plantas tendem a sobreviver por periodos muito mais longos.
Também, aos 45 DCP, foi a ocasido em que, na maior parte dos casos, foram

observados efeitos com significancia estatistica dos tratamentos aplicados.

4.1 Producdo de matéria seca

Os valores de matéria seca da parte aérea e raiz foram influenciados
pelas concentragdes estudadas apenas aos 45 DCP (Figura 3). Neste periodo, a
producdo de matéria seca na parte aérea mostrou resposta quadratica negativa
com a aplicagdo dos tratamentos (Figura 3A), com producdo maxima estimada
(7,68 g) na dose 237,5 pmol L' (Zn+Cd). Quanto & matéria seca da raiz, as
plantas também mostraram resposta quadratica negativa, sendo a maxima
producdo atingida estimada (2,36 g) na concentra¢io 537,5 pmol L de Zn+Cd
(Figura 3B). A reducdo na biomassa de plantas submetidas a niveis toxicos de
metais pesados como Cd e Zn pode ser uma consequéncia direta destes,
influenciando o metabolismo de elementos essenciais como Zn, Mn, Fe e Cu,
resultando em um desbalanco nutricional e desordens fisiologicas (DONG; WU;
ZHANG, 2002).

Estudos foram realizados submetendo a espécie Gomphrena claussenii
(anteriormente classificada como Alternanthera sp.) a concentragdes isoladas de
Cd (0 a 50 pmol L") ¢ Zn (2 a 300 pmol L") e também combinadas destes

elementos. Os resultados permitiram concluir que as concentragdes de Cd e Zn
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isoladamente nao influenciaram a matéria seca das plantas, porém, foi
favorecida pela mais alta concentragio de Zn aplicada (300 pmol L™), associada
a uma pequena concentracdo de Cd, na propor¢ao de Zn: Cd de 60:1 (BORIN,
2010).
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Figura 3 Producdo de matéria seca na parte aérea (A) e raiz (B) de Gomphrena
claussenii, em fun¢do das concentra¢des de Zn+Cd (16,25; 162,5; 325

"V 745 dias). ns: ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F

Embora, no presente trabalho, tenha sido observada reducgao nos valores
de matéria seca das plantas, com a aplicacdo das concentragoes aos 45 DCP,
estes foram elevados quando comparados aos resultados obtidos por Cosio,
Martinoia e Keller (2004). Neste estudo, em que foram utilizadas duas espécies
hiperacumuladoras de Cd e Zn (Thlaspi caerulescens e Arabdopsis halleri), os
valores de matéria seca da parte aérea encontrados, quando as plantas foram

submetidas as maiores concentragdes de Cd (10 umol L™) e Zn (500 pmol L™),
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ndo ultrapassaram 2,87 g, durante o periodo de 12 semanas. Isso evidencia uma
vantagem comparativa da espécie Gomphrena clausseni com a maioria das
espécies estudadas e indicadas como hiperacumuladoras de Cd e Zn que, em sua

maioria, sdo de clima temperado.

4.2 Teor e acumulo de nutrientes em Gomphrena claussenii sob influéncia

das concentracGes de Zn+Cd aplicadas e épocas de colheita

4.2.1 Teor e acumulo de Ca

O teor e o acimulo de Ca na parte aérea e raiz da planta sdo
apresentados na Figura 4. Observa-se que, aos 45 DCP, ocorreu resposta linear
negativa para teor de Ca na raiz (Figura 4B), com teor minimo de 1,47 g kg™
com a aplicagio da ultima concentragdo (975 pmol L™ Zn+Cd).

Estudos realizados em Thlaspi caerulescens apontaram reducdo na
concentracdo de Ca nas raizes quando aplicada a dose de 3.160 mmol de Zn
(BROWN et al., 1995). Ja em Betula pendula, a aplicagdo de doses de Cd entre
0 e 2 umol de Cd resultou em uma diminuicdo na concentragdo de Ca
(GUSSARSON, 1994). Redugdes de Ca na parte aérea e raiz das plantas podem
possivelmente ser explicadas pela interagdo antagbnica entre este elemento e
cations divalentes como o Cd", potencialmente presente durante o processo de

absor¢do (KABATA-PENDIAS, 2011).
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4.2.2 Teor e acumulo de P

O actimulo de P na matéria seca da raiz apresentou resposta quadratica
negativa, com valor maximo (6,28 mg planta™) na dose 611,1 pmol L™ Zn+Cd
(Figura 5D). Segundo Malavolta (2006), o excesso de Zn exerce efeito
antagdnico na absor¢do de P, tendo este efeito sido observado na espécie
Saccharum ssp. (JAIN et al., 2010). O Cd pode exercer também efeito
antagénico na absor¢do de P, com redugdes em seu teor de até 40%,
prejudicando o crescimento das plantas (KABATTA-PENDIAS, 2011).
Redugdes no teor foliar de P foram observadas na espécie Betula pendula, na
presenca de Cd (GUSSARSSON et al., 1996).

De maneira geral, aos 15 ¢ 30 DCP (Figuras 5A e 5B), a espécie
Gomphrena claussenii ndo teve os teores de fosforo reduzidos com o aumento

das concentracgoes de Zn+Cd.
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4.2.3 Teor e acumulo de K

Na Figura 6 s@o mostrados o teor e acimulo de K encontrados nas
plantas analisadas. Observou-se resposta quadratica negativa para acimulo de K
na raiz aos 45 DCP, atingindo valor maximo (34,9 mg planta™) na concentragéo
450,6 pmol L' Zn+Cd, reduzindo a partir dai (Figura 6D). Em E. maculata e E.
urophylla, a presenca de concentragdes crescentes de Zn na solugdo provocou
inibicdo de K no processo de absorcdo (SOARES et al.,, 2001). O mesmo
comportamento de redugdo radicular de K foi observado por Paiva, Carvalho e
Siqueira (2001), em mudas de ipé-roxo submetidas a doses crescentes de Cd.
Segundo Kabata-Pendias (2011), interagdes antagdnicas entre Cd e elementos
essenciais, como o K, podem ocorrer devido a um efeito prejudicial do Cd as
membranas celulares, o que afetaria a absor¢@o e o transporte de K na planta. A
reducdo nos teores radiculares de K é, possivelmente, explicada por um efeito de
competicao entre este elemento e cations divalentes, como o cd*, presente na

solucdo (MARSCHNER, 1995).
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e V77 45 dias). ns: ndo significativo, a 5% de

probabilidade, pelo teste F. sa: sem ajuste para os modelos testados
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4.2.4 Teor e acumulo de S

Na Figura 7 sdao mostrados o teor ¢ o acimulo de S na parte aérea e na
raiz das plantas estudadas. Observa-se que, aos 45 DCP, o acumulo de S na raiz
mostrou resposta quadratica negativa, alcancando valor maximo de 5.626 mg
planta™, na concentragio estimada de 624,2 pmol L' Zn+Cd. De maneira geral,
a diminui¢do no acimulo de S na raiz, possivelmente, esta associada a reducdo
na producgdo de matéria seca da raiz observada aos 45 DCP.

De acordo com Kabata-Pendias ¢ Pendias (2001), a presenga de metais
pesados ndo exerce nenhum efeito sobre a absorgdo de S. O que ocorre € que as
plantas, quando em condi¢do de exposi¢do a niveis toxicos de determinados
metais, como Cd e Zn, durante longos periodos, tendem a sintetizar compostos
ricos em grupos tidlicos, presentes nas fitoquelatinas, sendo, possivelmente, o
responsavel pelo aumento de S, principalmente na raiz. Essas moléculas
complexam e impedem a acdo dos metais nas células, caracterizando um
possivel mecanismo de tolerdncia ao ambiente estressante (DING et al., 1994).
A sintese de fitoquelatinas é fortemente influenciada pela presenca de Cd,
enquanto para o Zn sdo necessarias elevadas concentragdes para induzir sua

sintese (STEFFENS, 1990).
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4.2.5 Teor e acumulo de Fe

Apos 45 dias de exposicdo das plantas as concentragdes de Zn+Cd,
observa-se que o teor de Fe na parte aérea mostrou resposta quadratica positiva
(Figura 8A), implicando que, até a concentragdo de 477, 27 umol L™ Zn+Cd, a
presenca de Zn e Cd exerceu efeito antagdnico sobre a absorc¢ao de Fe. Segundo
Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), a presenga de metais pesados pode induzir a

deficiéncia de Fe na planta, presumivelmente, por inibigdo competitiva.
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teste F. sa: sem ajuste para os modelos testados
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Carvalho (2010) verificou, visualmente, a ocorréncia de sintoma de
toxidez caracterizada por uma clorose generalizada, pouco acentuada em
Gomphrena claussenii, quando submetida & maior concentra¢dao de Zn+Cd (975

umol L) (Figura 9).

Figura 9 Detalhe do sintoma de clorose em Gomphrena claussenii, 30 e 45 dias
ap6s exposigdo & ultima concentragio (975 pmol L™ Zn+Cd).
Foto de Carvalho (2010)

O sintoma de clorose pode surgir a partir da deficiéncia de Fe na parte
aérea da planta, causada pelo fato de Zn*" e Fe*" possuirem o mesmo raio iénico
ou, possivelmente, pela absorcao de Cd ser realizada através de transportadores
de Fe, o que causaria a deficiéncia deste nutriente na planta (CLEMENS, 2006;
MARSCHNER, 1995). O sintoma de clorose em 6rgdos mais novos, quando
comparados aos mais velhos, ¢ atribuido ao fato de o Fe ser classificado como
um nutriente pouco mével nos vasos do floema. Ha evidéncias de que parte do

Fe também seja transportado na forma organica de quelatos, mesmo quando
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aplicados na forma mineral. Assim, a formagao de quelatos com carga negativa
dificultaria a fixagdo do cation na parede celular dos vasos do floema
(MALAVOLTA, 2006). A clorose observada nas plantas pode, ainda, ser
atribuida a uma competi¢gdo do Cd com o Mg (KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004), afetando potencialmente a estabilidade das clorofilas.

4.2.6 Teor e acumulo de Cu

O teor de Cu na parte aérea aos 45 DCP seguiu resposta quadratica
positiva, tendo o teor minimo estimado (8,6 mg kg') sido atingido na
concentragdo 500 pmol L' de Zn+Cd (Figura 10A). Segundo Kabata-Pendias
(2011), interagdes entre o Zn ¢ Cu sdo comuns, uma vez que sao absorvidos pelo
mesmo mecanismo e que, dessa forma, um pode inibir a absor¢do do outro. J4 a
interagdo entre Cd e Cu pode ser antagdnica ou sinérgica.

A exposicdo das plantas a elevadas concentragcdes de metais pesados
como Cd e Zn pode estimular a formagdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio resultantes de um estresse oxidativo (DIETZ; BAIER; KRAMER,
1999). Para reduzir os danos causados por essas espécies reativas de oxigénio, as
plantas se utilizam de enzimas, como a superdxido dismutase (SOD), que sdo
catalisadoras da dismutagio do O,” e HO," a H,0,. Essas enzimas podem estar
ligadas a um metal (Cu/Zn, Mn e Fe) que atuam como cofatores e, nas plantas,
normalmente, estdo presentes no citosol, como Cu/Zn-SOD, nos cloroplastos,
como Cu/Zn e ou Fe-SOD e nas mitocOndrias, como Mn-SOD. Dessa forma, as
SODs sao consideradas importantes agentes antioxidantes, sendo os elementos
ligados a elas fundamentais para superar o estresse causado pela toxidez de

metais pesados (BAKER; ORLANDI, 1995).



45 4 ,
PARTE AEREA
40
—~ 354
k=)
X
> 30
E
S 254
O
3
S 204
o
(<5)
'_ 15 -
10
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentragdes de Zn+Cd (umol L™)
—— y=8,066+0,12x-1,1.10"x> R?*=0,99
s,
——— y=14,35-0,023x+2,3.10°x> R?=0.55
140 9 pARTEA AEREA
. 120 1 ¥ C
- /TN
b / N
c
& 100+ // \\\
o
/ ~
[=2) V\ ~
E ~ ~
S Q v
(8] 5
g 60
°
=}
£ 40 A ©
? o
20
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentragdes de Zn+Cd (umol L™)

—— y=10,69+0,167x-1,6.10*x2 R?=0,98
y=36,81+0,16x-1,6.10"x> R?=0,64
——= s.a.

Teor de Cu (mg kg™)

Actmulo de Cu (ug planta™)

48

45 4
RAIZ
40
35
30

25

20

10 T T T T T
0 200 400 600 800

1000 1200

Concentragdes de Zn+Cd (umol L™)

— y=12,89+0,068x-5,5.10°x* R’=0,90
y=26,3+0,017x-1,1.10°x> R*=0,56
——= Ss.a.

07 Rtz
50 |
40

30 4

20

0 T T T T T
0 200 400 600 800

1000 1200

Concentragdes de Zn+Cd (umol L™)

—— y=8,57+0,07x-5,7.10°x* R’=0,89
y=19,45+0,0087x R>=0,61
— == s.a.

Figura 10 Teor e acumulo de Cu, em fungdo das concentra¢des de Zn+Cd
(16,25;162,5; 325 ¢ 975 umol L) aplicadas e épocas de (—e— 15,

e V7 45 dias). ns: ndo significativo, a 5% de

probabilidade, pelo teste F. sa: sem ajuste para os modelos testados



49

Adicionalmente, vale ressaltar que a espécie Gomphrena claussenii
utilizou o sistema de enzimas antioxidantes, destacando-se a atividade da SOD e
da glutationa redutase (GR), na redug@o do estresse causado pela exposi¢do das
plantas a elevadas concentragdes Zn+Cd, conforme relatado por Carvalho

(2010).

4.2.7 Teor e acumulo de Mn

Observou-se resposta linear negativa para acimulo de Mn na parte aérea
das plantas aos 45 DCP, tendo o menor acimulo (112,2 pg planta™) sido
atingido com a maior concentragdo Zn+Cd aplicada (Figura 11C). Quanto ao
teor de Mn aos 45 DCP na parte aérea e raiz da plantas, foi observada redugéo
entre 25% e 50% com a aplicagdo da ultima concentragdo de Zn+Cd (975 umol
L") em relagdo a primeira (16,25 pmol L) (Tabela 2). Contudo, o teor médio
total estimado de Mn aos 45 DCP (38,1 mg kg') e com a aplicagdo da ultima
relagdo de Zn+Cd esta acima do nivel critico de deficiéncia observado para a
maioria dos vegetais (15 a 25 mg kg™'), possivelmente ndo implicando em riscos

no desenvolvimento da espécie (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

Tabela 2 Efeito das concentragoes de Zn+Cd no teor de elementos na parte aérea
e raiz de Gomphrena claussenii, aos 45 dias de coleta das plantas

Elemento
Parte N
aerea (--) () ) ) (-) (--)

Raiz  (---) *) (--) ) () ) (--)

*comparando-se teores obtidos com a maior € a menor concentra¢do de Zn+Cd aplicada.
(-/+) reducdo/ incremento de até 25%; (--/++) redugdo/ incremento entre 25 e 50%; (---
/+++) redugdo/ incremento maior que 50%; 0 sem efeito
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Segundo os mesmos autores, os efeitos do Mn na absorcdo de Cd nas
plantas podem ser antagdnicos ou sinérgicos. J4 o excesso de Zn levaria a
deficiéncias de Mn na parte aérea das plantas (NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010). Soares et al. (2001) observaram que a aplicacdo de
concentracdes referentes a 400 umol de Zn na solugdo foi capaz de reduzir em
57% o teor de Mn na parte aérea em espécies de eucalipto, evidenciando uma

inibicdo competitiva entre estes dois elementos.
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Devido a recente descoberta de que a espécie Gomphrena claussenii é
hiperacumuladora de Cd e Zn, inexistem, na literatura, teores adequados de
nutrientes para esta espécie. Dessa forma, sugere-se que, quando a mesma ¢
submetida a uma condicdo de estresse, tal como realizado neste trabalho, o teor
médio de nutrientes na parte aérea das plantas na faixa de contaminagdo entre

16,25 ¢ 975 umol L™ Zn+Cd seja o apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Teores médios encontrados na parte aérea de Gomphrena calussenii,
quando submetida a faixa de contaminagio de 16,25 a 975 pmol L™

Zn+Cd
Elemento Teores médios encontrados
Ca 18,8 g kg
p 26,3 gkg!
4,7 g kg
S 848,3 g kg
Fe 132,0 mg kg™
Cu 12,0 mg kg
Mn 29,6 mg kg

4.3 Fator de translocacéo de Ca, P, K e S sob influéncia das concentragdes

de Zn+Cd aplicadas e épocas de colheita

Os fatores médios de translocacdo de Ca, P, K e S determinados para

Gomphrena claussenii sio mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 Fator médio de translocagdo de Ca, P, K ¢ S em
Gomphrena claussenii  exposta a concentracdes
crescentes de Zn+Cd em solugdo nutritiva e trés épocas
de colheita

Concentragio de Zn+Cd (umol L™)
, 16,25 162,5 325 975
Epocas

(16+0,25) (160+2,5) (320+5)  (960+15)

Fator de transloca¢ao

15 2,55 4,14 5,19 4,56
Ca 30 3,99 2,18 5,22 3,66
,,,,, 45191 068 178 244
15 0,83 1,40 0,77 0,77
P 30 0,93 0,19 0,52 0,59
45 0,67 0,20 0,26 0,34
B T T R S e S T
K 30 2,39 0,62 2,56 2,75
,,,,, 45272 05T 165 392
15 1,30 1,81 0,93 0,95 -
S 30 0,82 0,29 0,97 1,05
45 0,49 0,21 0,29 0,40

A aplicacdo das concentragdes crescentes de Zn+Cd exerceu efeito
significativo sobre os fatores de translocagdo (FTs) de Ca, K e S, apresentado

efeitos diferenciados quanto ao nutriente ¢ a época de colheita (Tabela 5).
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Tabela 5 Equagdes de regressao do fator de translocacao (FT em %) de Ca, P, K
e S de Gomphrena claussenii, em resposta a concentragdes de Zn+Cd
(umol L) e épocas de colheita

Epoca de

Nutriente colheita (dias) Equacéo de regresséo R?
15 y=2,4+0,012x-1.10"x> 0,99

C 30 s.a. -
a 45 y=1,61-0,0016x+3.10x> 0,50

15 s.a. -

P 30 s.a. -
45 y=0,63-0,0019x+2.10°x> 0,72

15 s.a. -

K 30 s.a. -
45 y=2,4-0,0068x+9.10x> 0,78

15 s.a. -

30 s.a. -

S 45 n.s. -

n.s. ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F
s.a. sem ajuste para os modelos testados

Os FTs de Ca mostraram resposta quadratica negativa aos 15 DCP,
atingindo translocagio méxima estimada na concentragdo 600 pmol L de
Zn+Cd (Tabela 5). Resposta quadratica positiva foi observada nas plantas aos 45
DCP, obtendo-se translocagdo minima estimada (1,39) de Ca na concentracao
266,7 umol L' de Zn+Cd. De forma geral, observaram-se incrementos entre
25% e 50% no fator de translocacdo de Ca aos 45 DCP, comparando-se os
fatores obtidos com a aplicagdo da primeira e da ultima concentracdo de Zn+Cd
(Tabela 6). O aumento da translocagdo de Ca em determinada concentragdo pode
ser atribuido ao efeito fitotoxico do Zn na perda de seletividade da membrana,
causando influxo passivo deste nutriente para a parte aérea (KABATA-

PENDIAS, 2011).
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Tabela 6 Efeito das concentragoes de Zn+Cd no fator de translocacao de Ca, P,
K e S em Gomphrena claussenii, aos 45 dias de coleta das plantas

Elementos

Ca P K S

Fator de

translocago (++)* --) (++) 0

*comparando-se teores obtidos com a aplicagdo da maior e menor concentragdo de
Zn+Cd. (-/+) redugdo/ incremento de até 25%; (--/++) reducdo/ incremento entre 25 e
50%; (---/+++) redugdo/ incremento maior que 50%; 0 sem efeito

Os FTs de P aos 45 DCP mostraram resposta quadratica positiva com
translocagdo minima (0,18) na concentra¢io 475 pmol L de Zn+Cd. (Tabela 5).
Ja o indice de translocacdo minimo deste elemento (16,5%) foi atingido na
concentragdo Zn+Cd de 550 pmol L (dados ndo mostrados). Em diferentes
espécies de plantas, o indice de translocagdo de P ¢ aumentado com a
contaminacdo de Cd no meio (PAIVA; CARVALHO; SIQUEIRA, 2002;
YANG et al., 1996). O efeito fitotoxico do Zn na perda da seletividade da
membrana também poderia ter provocado influxo passivo deste nutriente para a
parte aérea, implicando no incremento da translocagao de P na planta.

Os FTs de K aos 45 DCP mostraram resposta quadratica com ponto
minimo (1,1) na concentragdo 377,7 pumol L™ Zn+Cd (Tabela 5). Neste trabalho,
o indice de translocagdo minimo de K (69,8%) foi atingido na concentracdao de
Zn+Cd de 555,5 pumol L (dados ndo mostrados). Resposta quadratica negativa
foi observada em mudas de ipé-roxo, tendo o IT de K aumentado até a dose de
98 umol L™ de Cd (PAIVA; CARVALHO; SIQUEIRA, 2002).

Quanto ao S os FTs variaram de 0,21 a 1,81 (Tabela 4), porém, ndo
foram afetados significativamente pelas concentragdes de Zn+Cd aplicadas aos
45 DCP (Tabela 5). Geralmente, sdo observados incrementos na translocagio de

S em resposta as concentragdes de Zn+Cd aplicadas principalmente em fungéo
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dos mecanismos de tolerancia das plantas ao excesso destes metais. Isso ocorre
por meio da produgdo de fitoquelatinas, que sao substancias intercelulares ricas

em grupos tiol (-SH), presentes na cisteina (DING et al., 1994).

4.4 Fator de translocacdo de Fe, Cu, Mn, Zn e Cd sob influéncia das

concentragfes de Zn+Cd aplicadas e épocas de colheita

Os fatores médios de translocacdo de Fe, Cu, Mn, Zn e Cd determinados

para Gomphrena claussenii estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 Fator médio de translocagdo de Fe, Cu, Mn Zn e Cd em
Gomphrena claussenii  expostas a concentragdes
crescentes de Zn+Cd em solugdo nutritiva e trés épocas
de colheita

Concentragio de Zn+Cd (umol L™)
16,25 162,5 325 975

Epocas
(16+0,25)  160+2,5)  (320+5) (960+15)
Fator de translocagdo (%)
15 0,027 0,014 0,019 0,018
Fe 30 0,023 0,014 0,009 0,008
450110 0023 0058 0075
15 0,608 1,329 1,098 0,632
Cu 30 0,667 1,064 0,863 0,698
45 1086 0211 0859 0637
15 1,089 1,693 1,531 1,153
Mn 30 1,321 0,844 1,240 0,970
45 1312 10,347 1,082 1,320
15 0,418 0,895 0,858 1,015
Zn 30 0,300 0,505 0,713 1,047
450185 0425 0505 1069
15 0,066 0,372 0,238 0,250
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45 0,148 0,143 0,159 0,122

O FT de Fe mostrou ajuste quadratico positivo aos 30 DCP (Tabela 8).
Observando-se a Tabela 7, verifica-se que este elemento translocou-se pouco da
raiz para a parte aérea da planta, com fatores que variaram, em média, de 0,008 a

0,11.

Tabela 8 Equagdes de regressdo do fator de translocacao (FT em %) de Fe, Cu,
Mn, Zn e Cd de Gomphrena claussenii, em resposta a concentragdes
de Zn+Cd (umol L") e épocas de colheita

Nutriente coIE\Fe)iotga(g?as) Equacéo de regresséo R?
15 s.a. -
30 y=0,023-6.10"x+3,4.107x* 0,83
Fe
45 s.a. -
15 y=0,69+0,0027x-2,8.10°x" 0,68
cu 30 y=0,73+0,0011x-1,2.10°* 0,48
45 s.a. -
15 y=1,15+0,0023x-2,4.10°x" 0,70
Mn 30 s.a. -
45 s.a. -
15 y=0,45+0,002x+1,46.10°x" 0,82
7n 30 y=0,37+0,00072x 0,93
45 y=0,22+0,00089x 0,99
15 s.a. -
Cd 30 y=0,063+0,0002x 0,76
45 n.s. -

n.s. ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F
s.a. sem ajuste para os modelos testados

De acordo com Yang et al. (1996), a aplicacdo de metais pesados,
incluindo o Cd, pode restringir o transporte de Fe em varias espécies de plantas.
Em soja, verificou-se que a aplicagdo de doses crescentes de Zn em solugdo

nutritiva interferiu a translocacdo de Fe. Este efeito estaria relacionado a uma
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inibicdo na reducdo de Fe nas raizes ou, at¢é mesmo, no transporte de Fe
(AMBLER; BROWN; GAUCH, 1970). A baixa translocagdo de Fe é compativel
com a clorose internerval observada nas plantas, uma vez que este elemento
participa da molécula de clorofila, além de ser essencial para o funcionamento
dos cloroplastos (MARSCHNER, 1995). A similaridade do raio idnico do Fe e
Zn tem sido apontada como mecanismo do fendmeno de deficiéncia induzida de
Fe na presenca de Zn (WOOLHOUSE, 1983). Diante da reduzida translocacao
de Fe observada nas plantas pode-se inferir que a clorose observada nas mesmas,
possivelmente, ndo seria provocada por alteragdes na absorcao de Fe e, sim, pela
reduzida translocagdo deste elemento das raizes para a parte aérea. Considerando
que parte do Fe também possa ser transportado na forma de quelatos, a formacao
destes com carga negativa dificultaria a fixagdo do cation na parede celular dos
vasos (MALAVOLTA, 2006).

Resposta quadratica negativa foi observada para a translocagdo de Cu
aos 15 ¢ 30 DCP (Tabela 8). Até a concentragio de 482,1 pmol L™ Zn+Cd (15
DCP) e 458,3 pumol L Zn+Cd (30 dias) foi possivel observar aumento na
translocacdo de Cu e, a partir destas, a mesma decaiu. Segundo Obata ¢
Umebayashi (1997), a presenca do Cd € capaz de estimular a absor¢do de Cu,
porém, restringe seu transporte para a parte aérea.

As adi¢des combinadas de Zn+Cd proporcionaram resposta quadratica
negativa para o FT de Mn aos 15 DCP, com aumento da translocagdo até a
concentragdo de 479,2 pmol L™ Zn+Cd, diminuindo a partir desta (Tabela 8).
Neste trabalho, observou-se aumento no indice de translocagdo de Mn aos 15
DCP até a concentragdo de Zn+Cd de 606 pmol L', diminuindo a partir desta
(dados ndo mostrados). O mesmo efeito no indice de translocacdo de Mn foi
observado por Paiva, Carvalho e Siqueira (2002), em mudas de cedro

submetidas as doses crescentes de Cd. Segundo Nagajyoti, Lee ¢ Sreekanth
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(2010), o excesso de Zn causaria deficiéncias de Mn e Cu na parte aérea das
plantas, sendo atribuidas a dificuldade de transferéncia destes elementos da raiz
para os 6rgaos aéreos.

No processo de fitoextracdo, geralmente, ¢ requerida maxima
translocacdo de metais pesados para partes facilmente coletaveis das plantas, ou
seja, a parte aérea. As plantas tolerantes tendem a restringir transferéncias solo-
raiz e raiz-folhas e, dessa forma, acumulam menos metais em sua biomassa. Ja
as plantas hiperacumuladoras ativamente absorvem e translocam os metais para
a parte aérea (YOON et al.,, 2006). Dessa forma, plantas que apresentam
reduzida translocagdo de metais sdo consideradas inadequadas para fitoextragao.

No presente estudo, os fatores de translocagdo de Zn e Cd variaram de
0,185 a 1,069 para Zn e de 0,026 a 0,372 para Cd (Tabela 7).

Alguns trabalhos destacam a importancia de fatores de translocagdo de
metais >1 para classificacdo de espécies hiperacumuladoras (BAKER;
WHITING, 2002; LUBBEN; SAUEERBECK, 1991; WEI; SHU; LAN, 2004).
Os resultados mostraram que a espécie Gomphrena claussenii apresentou FTs de
Zn maiores que 1, com a aplicag@o da ultima concentragdo de Zn+Cd (975 umol
L") (Tabela 7), implicando que, nesta condigdo, a propor¢do deste elemento &
maior na parte aérea que na raiz das plantas. Observaram-se também
incrementos maiores que 50% no fator de transloca¢do de Zn, comparando-se os
dados obtidos com a aplicagdo da primeira e da ultima concentragdo de Zn+Cd
(Tabela 9). Para o Zn, aos 15 DCP, a translocacdo apresentou resposta
quadratica negativa, sendo a maior transloca¢do observada na concentracdo
684,9 pmol L™ Zn+Cd. Aos 30 e 45 DCP, a aplicacio das concentragdes exerceu
aumento linear na translocagdo de Zn (Tabela 7). Os indices de translocacao de
Zn em Gomphrena claussenii variaram de 38,3% a 79,7% (dados nao

mostrados). Lombi et al. (2001) encontraram valores de translocagdo de Zn de
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54 a 52% na espécie hiperacumuladora de Cd/Zn, Thlaspi caerulescens. Soares
et al. (2001) apontaram que indices de translocacdo de Zn superiores a 40%
indicam a alta capacidade deste elemento em translocar-se das raizes para a parte
aérea em plantas de eucalipto. Comparado a estes trabalhos, observa-se que,
neste, as combinagdes de Zn+Cd aplicadas nao prejudicaram a translocacdo de
Zn. Trabalhos com diferentes espécies concluiram que a absor¢do de Zn pode
ser reduzida devido a presenga de Cd na solugdo, prejudicando a translocagao
deste elemento (JALIL; SELLES; CLARK, 1994; NASCIMENTO; FONTES;
NEVES, 1998; SOARES, 1999; YANG et al., 1996), embora se saiba que a
propor¢do de Cd e Zn nas plantas ¢ um dos principais controladores da
ocorréncia de sinergismo e antagonismo entre estes cations (KABATA-

PENDIAS, 2011).

Tabela 9 Efeito das concentragdes de Zn+Cd no fator de translocagédo de Fe, Cu,
Mn, Zn e Cd em Gomphrena claussenii, aos 45 dias de coleta das

plantas
Elementos
Fe Cu Mn Zn Cd
Fator de
(--)* (--) () (++1) 0

translocacao

*comparando-se fatores obtidos com a aplicagdo da maior ¢ menor concentragdo de
Zn+Cd. (-/+) redugdo/ incremento de até 25%; (--/++) reducdo/ incremento entre 25 ¢
50%; (---/+++) redugdo/incremento maior que 50%; 0 sem efeito

A translocagdo de Cd aos 30 DCP em Gomphrena claussenii aumentou
de forma linear, obtendo fator maximo estimado de 0,26 com a aplicagdo da
Gltima concentragio de Zn+Cd (975 pmol L) (Tabela 8). Os FTs de Cd do
presente estudo ndo foram superiores a 1 em nenhuma concentragdo de Zn+Cd
aplicada (Tabela 7), indicando que pode haver certa restricdo na translocagdo
deste elemento uma vez que [Cd] raiz > [Cd] parte aérea. O mesmo

comportamento foi observado nesta espécie, ao ser submetida a concentragdes
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combinadas de Zn (2; 50 e 300 pmol L) e Cd (5; 25 ¢ 50 pmol L™), nas quais
os fatores de translocacdo de Cd variaram entre 0,13 e 0,36 (BORIN, 2010).
Alguns estudos sugerem que a mobilidade de Cd no floema das plantas ¢ inibida
pelo aumento do fornecimento de Zn na solugdo. A inibi¢do de absor¢do de Cd
pelo Zn pode ser resultado de interagdes de competi¢do por transportadores de
membrana entre estes ions na membrana plasmatica das células de raizes. Ao
extrapolar esta situagdo para campo, pode-se supor que concentracdes adequadas
de zinco aplicadas no solo poderiam diminuir a absor¢do de Cd pelas plantas e
também seu efeito fitotéxico (DAS; SAMANTARAY; ROUT, 1997). Além
disso, deficiéncias de Zn nos horizontes superficiais do solo poderiam estimular
o movimento de Cd no floema de raizes superficiais ¢ o desenvolvimento de
raizes no subsolo (WELCH et al., 1999).

Redugdes na translocagao de Cd também podem ser consequéncia da
sintese imediata de fitoquelatinas que ocorre apds a exposicdo de células e
tecidos vegetais a ions de metais pesados (GUO; MARSCHNER, 1995;
RAUSER, 1995). A fitoquelatina ¢ uma estrutura complexa, formada por
peptideos ricos em cisteina que se ligam fortemente a metais pesados nas células
radiculares e o sequestram nos vacuolos, tendo maior afinidade para o Cd do que
para Zn. O grupo -SH dessas moléculas ¢ capaz de formar compostos de
coordenagdo com metais pesados, como o Cd, contribuindo para a
desintoxicagdo metalica pela redugdo na concentracdo de metal livre no citosol,
limitando sua reatividade e solubilidade (SANTOS et al., 2006).

O transporte de Cd para a parte aérea com possiveis efeitos de toxidez
pode ter um impacto direto sobre a produgao de biomassa e altura de plantas. O
desenvolvimento da parte area e o numero total de folhas determinam o

rendimento de culturas no crescimento caracteristico da folha, servindo como
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bioindicadores adequados de poluigdo por metais pesados e na selecdo de

espécies resistentes

4.5 Influéncia do aumento da concentracdo de Zn aplicada in vitro no

desenvolvimento de Gomphrena claussenii

A espécie Gomphrena claussenii respondeu aos tratamentos com Zn,
apresentando alteracdes morfologicas evidentes conforme a concentracdo
empregada no meio de cultura in vitro.

De acordo com a analise de variancia das caracteristicas mensuradas,
houve efeito significativo somente para ALT, MS e COM das plantulas de
Gomphrena claussenii submetidas as concentragdes de Zn.

Em termos gerais, observa-se que a aplicacdo de concentragdes
crescentes de Zn levou a redugdo do crescimento em altura das plantulas com
ajuste quadratico positivo (Figura 12). Os tratamentos 16 pmol L™ e 0 pumol L™
de Zn proporcionaram os maiores valores médios observados em altura (13,67 ¢
10,86 cm, respectivamente). As plantulas atingiram altura minima estimada (4,7
cm) quando submetidas & concentragdo de 558,3,5 umol L™ de Zn. Redugdo no
crescimento também foi observada na espécie Populus tremula, com a aplicagdo
da maior concentragio de Zn (0,5 mM) in vitro (KALISOVA-SPIROCHOVA et
al., 2003). Jain et al. (2010) sugerem que as causas para redugdo da biomassa de
plantas submetidas a presenca de metais como o Zn em niveis toxicos estdo
relacionadas a inibicdo do alongamento celular e altera¢des na sintese de DNA,
que levariam a reducdes na velocidade mitética e, consequentemente, no

crescimento da planta.
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Figura 12 Altura das plantulas (cm) em fungdo das concentragdes de Zn (0; 16;
160; 320 e 960 umol L) aplicadas

Houve efeito quadratico positivo para peso de matéria seca da plantula
na medida em que se aumentaram as concentragdes de Zn no meio de cultura
(Figura 13). Os tratamentos que receberam as concentragdes de 0 umol L™ ¢ 16
umol L™ de Zn proporcionaram, em média, os maiores valores observados de
massa de matéria seca (16 e 17 mg, respectivamente). Ja o tratamento 160 pmol
L de Zn condicionou o menor valor médio desse parametro avaliado (9,5 mg).
Segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), no xilema de algumas plantas
intoxicadas por Zn acumulam-se tampdes “plugs” contendo o elemento, os quais

dificultam a ascensdo da seiva bruta, caracterizando também o efeito depressivo
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na producdo de massa seca da planta, quando submetidas a elevadas

concentracdes de Zn.
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Figura 13 Produgdo de matéria seca (mg) em funcdo das concentragoes de Zn (0;
16; 160; 320 e 960 umol L) aplicadas

Observa-se, na Figura 14, que ocorreu reducdo no comprimento da raiz,
atingindo valor minimo estimado quando submetidas a concentragdo de 533,73
pumol L™ de Zn. O maior valor médio observado (6,7 cm) foi devido a aplicagio
do tratamento 16 pmol L de Zn. Embora tenha ocorrido crescimento reduzido
das raizes, todos os explantes de Gomphrena claussenii apresentaram
capacidade espontanea de enraizamento adventicio, independente da
concentragdo de Zn suplementada ao meio de cultura, efeito que também foi
verificado por Ghnaya et al. (2007), no cultivo in vitro de Brassica napus em

concentracdes crescentes de Zn. O adequado desenvolvimento radicular desta
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espécie e sua posterior utilizagdo em campo sdo de fundamental importancia,
uma vez que a penetragdo ¢ a exploracao de solos contaminados pelas raizes de
plantas hiperacumuladoras ¢ um pré-requisito para a remocao eficiente de metais

pesados, promovendo a eficacia da fitoextragdo.
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Figura 14 Comprimento da raiz (cm) em fungdo das concentracdes de Zn (0; 16;
160; 320 e 960 umol L) aplicadas

Em termos gerais, os menores valores médios dos pardmetros
biométricos observados nos tratamentos 160 pmol L™, 320 pmol L™ ¢ 960 pmol
L' em relagdo aos tratamentos 0 pmol L™ ¢ 16 pmol L™ de Zn possivelmente
ocorreram devido a presenca de maior quantidade de formas disponiveis de Zn
no meio de cultura. Contudo, no periodo estudado e nas condigdes in vitro
testadas, mesmo com a redugcdo da biomassa apresentada nas maiores

concentragdes de Zn, a planta foi capaz sobreviver em todos os tratamentos, até
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mesmo nas condi¢des mais extremas. Este comportamento ¢ buscado em
programas de fitorremediacdo, nos quais ¢ essencial que a planta possa
sobreviver em condigdes de estresse nutricional, o que foi verificado com a
espécie Gomphrena claussenii. Cabe ressaltar também que a espécie utilizada
neste estudo tem origem de solos com elevados teores de Zn e possui elevada
capacidade de absor¢do deste elemento. Assim, sugere-se que a produgdo in
vitro de mudas de Gomphrena claussenii deve ser realizada com um maior
fornecimento de Zn, implicando, possivelmente, em uma pré-adaptacdo da
espécie nesta fase e facilitando, posteriormente, seu crescimento e
estabelecimento em solo contaminado.

Aos 30 dias apos a instalacdo do experimento, foi possivel observar, a
partir da diagnose visual, clorose pronunciada das folhas, nos tratamentos 0
pumol L™ ¢ 16 pmol L de Zn (Figura 15B e 15C).

A clorose observada na concentragdo de 16 pmol L de Zn pode ser
atribuida a um possivel efeito de diluigdo do Zn, em fun¢do da maior producao
de massa de matéria seca nas plantas (Figura 13). De forma geral, a aplicagdo da
concentragio 16 pmol L' de Zn foi insuficiente para o adequado
desenvolvimento da espécie devido a clorose observada nas folhas, evidenciando
uma maior exigéncia desse nutriente para plantas de Gomphrena claussenii.
Contudo, o desenvolvimento da espécie foi reduzido com a aplicagdo das demais
concentragdes (160, 320 e 960 umol L™ de Zn). Sugere-se, dessa forma, que o
desenvolvimento adequado da espécie seria observado com a aplicacdo de
determinada concentragio entre 16 ¢ 160 pmol L™ de Zn.

Ja nas concentragdes mais elevadas (160, 320 ¢ 960 umol L' de Zn), foi
observada nas folhas uma coloracao pardo-avermelhada (Figura 15 D, E, F). Tal

caracterizacdo estd associada a fatores de toxidez de Zn para a maioria das
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espécies cultivadas e ¢ atribuida a uma deficiéncia de P provocada pelo

antagonismo entre este elemento e o Zn (LEE; CHOI; PAK, 1996).

Figura 15 Detalhe do crescimento in vitro de Gomphrena claussenii em relagdo
as concentragdes de Zn.

(A): explante padronizado para a instalagdo do experimento (1 cm), (B): meio de cultura
isento de Zn (0 umol L") apresentando clorose nas folhas mais jovens aos 30 dias, (C):
meio de cultura suplementado com 16 pmol L™ de Zn apresentando clorose nas folhas
mais jovens aos 30 dias, (D): meio de cultura suplementado com 160 pmol L™ de Zn aos
30 dias, (E) meio de cultura suplementado com 320 pmol L™ de Zn aos 30 dias, (F):
meio de cultura suplementado com 960 pmol L™ de Zn aos 30 dias. Barra = 1 cm

5 CONCLUSOES

Elevadas concentragdes combinadas de Zn e Cd afetaram
significativamente o teor ¢ o acumulo de macro e micronutrientes em
Gomphrena claussenii, com resposta diferenciada de acordo com o elemento e a

época de colheita analisada. A aplicagdo das concentragdes crescentes de Zn+Cd
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exerceu efeitos no fator de translocagao, diferindo quanto ao elemento e a época
de colheita, com destaque para a expressiva reducao na translocagdo de Fe e Cd.

Os teores médios encontrados na parte aérea das plantas no intervalo de
contaminagdo de Zn e Cd estudados foram: 18,8 g kg, para Ca; 26,3 g kg,
para P; 4,7 g kg™, para K; 848,3 g kg, para S; 132 mg kg™, para Fe; 12 mg kg’
! para Cu e 29,6 mg kg™, para Mn.

As variagdes encontradas nos mecanismos de absorcdo, transporte e
acumulo dos elementos da espécie estudada, atrelados aos resultados obtidos por
Carvalho (2010), implicam em wum melhor desempenho da técnica de
fitorremediacdo de areas contaminadas com Zn e Cd.

Embora tenham sido observadas reducdes de massa de matéria seca,
altura e comprimento de raiz em Gomphrena claussenii cultivadas em meio in
vitro contaminado com zinco, a espécie foi capaz de se desenvolver até a maior
concentragdo de Zn aplicada (960 pmol L™).

Sugere-se que a concentra¢do de Zn mais adequada para o
desenvolvimento in vitro de plantulas da espécie estudada esteja entre a faixa de

16 a 160 pmol L™.
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