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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL



RESUMO GERAL

As atividades humanas, como a extragdo ¢ o beneficiamento de metais,
tétm contribuido para a poluicdo do ambiente com metais pesados que,
atualmente, ¢ um dos mais sérios problemas ambientais. A fitorremediagao,
uma técnica emergente de baixo custo que usa a habilidade de plantas em
concentrar ou tolerar metais pesados, pode ser utilizada para remediar areas
contaminadas. Nestas areas impactadas negativamente pela atividade de
mineracdo podem ser encontradas espécies apropriadas para a fitorremediagao.
Este trabalho foi realizado com os objetivos de: i) avaliar o potencial fitoextrator
para cadmio e zinco da espécie Gomphrena elegans em concentragdes
crescentes destes elementos em solucdo nutritiva e ii) investigar a atividade de
enzimas antioxidantes para neutralizacdo do efeito dos elementos cadmio e zinco
na espécie Gomphrena elegans em concentragdes crescentes destes elementos
em solugdo nutritiva. O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo, na
Universidade de Lavras, em Lavras, MG, Brasil. As plantas foram cultivadas em
vasos com solucdo de Clark com concentracdes crescentes € combinadas de Cd e
Zn. Ap6s o periodo de exposigdo, raizes e parte aérea foram coletadas e obtidas
a matéria seca e a concentragdo de Cd e Zn da planta. Os resultados mostraram
que essa espécie tolera e acumula altas concentragcdes desses elementos na sua
parte aérea. Através da obtengdo do extrato protéico foliar, foram avaliadas as
enzimas antioxidantes, superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase. As
enzimas superéxido dismutase e glutationanredutase apresentaram relacdo direta
com o incremento de metais na solucdo, sendo utilizadas por essa espécie como
mecanismo de protecdo aos efeitos negativos dos metais. Entretanto, a enzima
catalase ndo ¢ utilizada na via principal de neutralizacdo da acdo desses
elementos na espécie Gomphrena elegans. Os resultados evidenciaram que
Gomphrena elegans ¢ uma planta hiperacumuladora de Cd e Zn, apresentando
potencial para ser utilizada em programas de fitorremediagdo de 4areas
contaminadas com esses elementos.

Palavras-chave: Fitorremediagdo. Elementos-trago. Amarantaceae.
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GENERAL ABSTRACT

Human activities such as extraction and smelter of metals, have
contributed to environmental pollution with heavy metals which is currently one
of the most serious environmental problems. Phytoremediation, an emerging and
low-cost technology that uses plants in the ability to concentrate or tolerate
heavy metals, can be used to remediate contaminated areas. In these areas
impacted by mining activity, you can find species suitable for phytoremediation.
Our objectives were i) evaluate cadmium and zinc phytoextraction in potential
specie Gomphrena elegans increasing concentrations of these elements in
nutrient solution, ii) to investigate the activity of antioxidant enzymes to
neutralize the effect of the elements cadmium and zinc in specie Gomphrena
elegans increasing concentrations of these elements in nutrient solution. The
study was conducted in a greenhouse at the University of Lavras, Brazil. Plants
were grown in pots with a solution of Clark with combined and increasing
concentrations of Cd and Zn. After the exposure period, the roots and shoots
were collected and obtained the dry matter and the concentration of Cd and Zn
from the plant. Through the protein leaf extract antioxidant enzymes were
evaluated. The results showed that the specie tolerated and accumulate high
concentrations of these elements in their shoots. The enzymes superoxide
dismutase and glutathione reductase showed a direct relation to the increase of
metals in the solution being used by this specie as a protective mechanism for
the negative effects of metals. However the enzyme catalase is not used on the
main road to neutralize the action of these elements in specie Gomphrena
elegans. The results showed that plant Gomphrena elegans is a
hyperaccumulator of Cd and Zn, with potential to be used in phytoremediation
programs in areas contaminated with these elements.

Keywords: Phytoremediation. Trace elements. Amarantaceae.
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1 INTRODUCAO

A polui¢do ambiental com metais ¢, atualmente, um assunto debatido
mundialmente, devido aos problemas que tem causado diretamente a
humanidade. As principais fontes dessa polui¢do sdo a queima de combustiveis
fosseis, a mineragdo e a fundicdo de minérios metalicos, residuos urbanos,
fertilizantes, pesticidas e esgotos (WEI; ZHOU, 2008).

As atividades mineradoras foram, sdo e serdo sempre importantes para o
desenvolvimento da humanidade. Porém podem ocasionar a deposicdo de
elementos contaminantes na superficie do solo, destacando-se alguns
denominados elementos-traco (metais pesados e metaldides) tais como cadmio
(Cd), chumbo (Pb) e zinco (Zn), entre outros, os quais sao importantes poluentes
ambientais e toxicos mesmo em pequenas concentragdes (MEMON;
SCHRODER, 2009). Nessa condi¢do, ha um risco de contaminagao de todo o
ecossistema, inclusive do homem, que se encontra presente na area.

Um exemplo dessa situacdo ocorre em Minas Gerais, ja que o estado
detém 92% das reservas brasileiras de Zn, sendo responsavel por praticamente
100% da produgcdo (BIGARELLI; ALVES, 1998). Uma das empresas
produtoras ¢ a Companhia Mineira de Metais (CMM), com atividades de
mineragdo localizadas em Vazante e Paracatu, MG e processamento do minério
realizado em Trés Marias, MG, sendo os rejeitos depositados nessa regido.

Na unidade de processamento e beneficiamento de Zn sediada em Trés
Marias, MG, a deposig¢do de rejeito contaminado com diversos metais pesados se
espalhou para uma 4area de 18 ha. Nas dareas adjacentes a industria de
processamento do minério, ocorreu a contaminagdo via deposicdo de rejeito
sobre o solo, que se iniciou de modo localizado e se espalhou por processos
fisicos, como carregamento pela agdo erosiva da chuva e movimentagao

programada de solo. Embora com distribuicdo horizontal e vertical ndo
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homogeénea, o solo apresenta niveis extremamente elevados de varios metais em
formas potencialmente toxicas, destacando-se: Zn =18.600 mg kg, Cd = 135
mg kg™, Cu =596 mg kg ¢ Pb =600 mg kg'. Em éreas de deposigdo de rejeito
industrial ha a predominancia de formas trocaveis de Zn e Cd, os quais oferecem
maior risco ambiental, enquanto Cu e Pb encontram-se preferencialmente em
forma residual (RIBEIRO FILHO et al., 2001). Portanto, os teores elevados
desses elementos no solo sdo responsaveis pelo avangado estado de degradacao
da area e pela dificuldade de revegetagdo espontinea. Situacdes como estas
podem gerar efeitos secundarios, como o aumento de erosdo do solo e o
transporte de solo contaminado para os mananciais hidricos proximos a area,
comprometendo a qualidade da 4gua e a satide humana (SOARES et al., 2002).

Buscando manter o desenvolvimento das tecnologias geradas pela
atividade mineradora, diminuindo os efeitos negativos causados ao meio
ambiente, sdo desenvolvidas estratégias para remediar tais areas degradadas a
partir de tratamentos quimicos, fisicos e biologicos, buscando uma futura
recuperacdo desses locais. Dentre essas técnicas, ha, atualmente, grande énfase
na fitorremediagdo (MEMON; SCHRODER, 2009). O termo fitorremediagao
tem sido aplicado a uma extensdo de processos envolvidos no uso de plantas
para estabilizar, extrair ou promover a degradagdo de poluentes no solo
(SCULLION, 2006).

A descoberta de plantas com capacidade de acumular grandes
quantidades de metais (hiperacumuladoras) resultou em avancos no uso de
plantas na remediagdo de solos contaminados (BAKER; BROOKS, 1989).
Entretanto, a maioria das espécies estudadas ¢ de clima temperado, sendo
escassas e necessarias as informacdes a respeito desta caracteristica para
espécies tropicais.

Importante fonte potencial de espécies apropriadas para a

fitorremediacdo € a vegetagdo encontrada naturalmente em areas contaminadas
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(WATANABE, 1997). Um exemplo desta situagdo é que envolve a espécie
Gomphrena elegans (primeiramente identificado como Pfaffia sp.), encontrada
em area de mineragdo de calamina (minério de Zn), conhecida vulgarmente por
calaminaceae, a qual se se mostrou bem adaptada as condi¢des de
multicontaminagdo por Zn, Cu, Cd e Pb, em relacdo a outras espécies estudadas
(CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA, 2002).

Estudos com esse enfoque sdo escassos nas condi¢des brasileiras, onde a
contaminag@o do solo e a existéncia de areas degradadas pelo excesso de metais
sdo cada vez mais numerosas. Portanto, o conhecimento do comportamento de
espécies herbaceas com potencial para fitorremediacdo dessas areas se reveste de
maior importancia (CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRA, 2002).

Além da identificagdo das espécies, ¢ necessarios um melhor
conhecimento e entendimento dos mecanismos de absor¢do, transporte e
acimulo dos metais nas plantas, o que implica em melhor desempenho da
técnica de fitorremediagdo. Esses conhecimentos podem ser aplicados por meio
da engenharia genética, com a introducdo de genes especificos das plantas
hiperacumuladoras em espécies de crescimento mais rapido e maior biomassa, ja
que essas caracteristicas sdo importantes no processo de fitorremediacdo
(MEMON; SCHODER, 2009).

Diante desse conhecimento, destaca-se a importancia de estudos para a
identificagdo de espécies hiperacumuladoras que se adaptem as areas
contaminadas encontradas em regides tropicais, assim como seus mecanismos

fisiologicos relacionados a acumulagdo dos elementos-traco.
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RESUMO

A poluicdo ambiental, como resultado das atividades humanas, tem se
tornado um dos mais sérios problemas mundiais atualmente. A atividade
mineradora e de beneficiamento dos metais pode resultar na exposicdo a
concentragdes elevadas de metais pesados, colocando essa atividade como uma
das mais relevantes com relagdo aos potenciais impactos negativos decorrentes
da contaminacdo ambiental. A fitorremediagdo possui mecanismos promissores
para remediar areas contaminadas por essas atividades. O primeiro passo para
implementagdo dessa técnica ¢ o estudo de espécies com potencial
fitoestabilisador ou fitoextrator dos metais presentes na area. Este trabalho
objetivou avaliar a capacidade da espécie Gomphrena elegans em tolerar e
acumular os elementos Zn ¢ Cd em condigdes de contaminagdo crescente e
multipla. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial, sendo os tratamentos constituidos da combinagdo de sete
ecotipos da espécie Gomphrena elegans e quatro doses crescentes combinadas
de Zn+Cd (9,14; 91,4; 914 e 9.140 pumol L' na relagdo Zn/Cd = 64,3) com
quatro repeticdes. Apds 30 dias, as plantas foram colhidas e a produgdo de
matéria seca da parte aérea e raizes, assim como as concentragdes de Zn e Cd
foram mensuradas. Os resultados mostraram que o aumento das concentracdes
na solucdo nutritiva afetou a produgdo de matéria seca significativamente e de
maneira distinta entre os ecotipos. O aumento das concentra¢des de Zn/Cd
testadas proporcionou um maior teor e acimulo desses elementos na parte aérea.
A propor¢do da concentragdo de Zn e Cd da parte aérea pela concentragdo
disponivel foi maior que 1 em todos os tratamentos. J& o indice de translocagdo
para parte aérea foi no maximo de 87,43% no ecétipo 5B. O teor de Zn foi maior
que 7.000 mg kg "' e o de Cd maior que 200 mg kg ™' na parte aérea de todos os
ecotipos de Gomphrena elegans. Essa espécie pode ser considerada como
hiperacumuladora de Zn e Cd e possui elevado potencial em programas de
fitorremediacdo de areas contaminadas com esse elemento.

Palavras-chave: Fitorremediagdo. Elementos-traco. Amarantaceae.
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ABSTRACT

Environmental pollution as a result of human activities has become one
of the most serious global problems nowadays. Mining and beneficiation of
metals might result in exposure to high concentrations of heavy metals, which
makes such activities relevant in terms of environmental contamination.
Phytoremediation has promising mechanisms to remediate areas contaminated
by these activities. The first step to implementing this technique is the study of
species presenting a potential for phytostabilization and phytoextraction of
metals in the area. This study evaluated the ability of the species Gomphrena
elegans to tolerate and accumulate the elements Zn and Cd under conditions of
increasing and multiple contamination. The experiment was conducted in a
randomized factorial design , and the treatments consisted of combinations of
seven ecotypes of the species Gomphrena elegans and four increasing combined
doses of Zn+Cd (9.14, 91.4, 914 and 9140 mmol L', with a Zn/Cd ratio of 64.3)
with four replicates. After 30 days, the plants were harvested and shoots and
roots dry matter production, as well as concentrations of Zn and Cd were
measured. The results showed that increasing Zn+Cd concentrations in the
nutrient solution affected the dry matter production significantly and differently
among ecotypes. Increasing concentrations of Zn/Cd provided greater content
and accumulation of these elements in the shoot. The ratio of Zn and Cd shoot
concentration over the available concentration was greater than 1 in all
treatments. Nevertheless, the rate of translocation to shoots was at a maximum
of 87.43% in ecotype 5B. The zinc content was greater than 7000 mg kg and
that of Cd was greater than 200 mg kg in shoots of all Gomphrena elegans
ecotypes. This specie can be considered as a Zn and Cd hyperaccumulator, and
has high potential in phytoremediation programs in areas contaminated with
these elements.

Keywords: Phytoremediation. Trace elements. Amarantaceae.
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1 INTRODUCAO

A introducdo de qualquer tipo de elemento, composto ou energia no
meio ambiente, em niveis que alterem o funcionamento do mesmo ou que
resulte em algum tipo de risco a sociedade ou ao ecossistema, ¢ considerado
como polui¢do (SCOLLUION, 2006).

Desde a Revolug¢do Industrial, toneladas de rejeitos inorgénicos e
organicos vém sendo produzidas por meio de atividades como a mineragdo, a
queima de combustiveis fosseis, a industria metalurgica e a aplicacdo de
produtos agricolas, como fertilizantes e pesticidas (WU et al., 2010).

As atividades de extracdo e beneficiamento de metais promovem uma
contaminagdo constante do ambiente, levando a populagdo que reside proximo a
regido diferentes niveis de exposi¢do aos metais pesados. Diferentemente dos
poluentes organicos, os metais pesados ndo sdo degradados por meio de
processos quimicos ou bioldgicos. Essa caracteristica leva a permanéncia desses
elementos dentro do ecossistema, podendo ser eventualmente acumulados nos
seres humanos por meio da bioacumulagdo, durante a cadeia alimentar
(PUERTAS-MEJIA; RUIZ-DIEZ; FERNANDEZ-PASCUAL, 2010).

Dentre os diferentes compartimentos da biosfera, no solo, ao contrario
do ar e da 4gua, existe maior permanéncia dos metais pesados, o que justifica
uma maior preocupacdo com a poluicdo causada por esses elementos neste
compartimento bioldgico (LASAT, 2002).

Com a continuagdo do desenvolvimento e do crescimento populacional,
tornam-se imprescindiveis a remediagdo e a recuperagdo das areas contaminadas
por metais. Atualmente, tem sido proposta a existéncia de quatro categorias de
métodos remediadores: a remediacdo quimica e fisica; a remediagdo por meio de
animais, como minhocas; a fitorremediagdo com o uso de plantas e a

microrremediag¢@o por meio de microrganismos (WU et al., 2010).
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Tratamentos quimicos e fisicos, como remocdo, lavagem do solo e
estabilizacdo fisica, comparados aos métodos de remediagdo bioldgicos,
apresentam desvantagens por afetar as propriedades dos solos de maneira
irreversivel e destruir a biodiversidade do ambiente em que sdo adotados. Além
disso, o custo dessas técnicas pode ser entre 4 a 100 vezes maior que o dos
tratamentos bioldgicos (PADMAVATHIAMMA; LI, 2007).

A fitorremediagdo tem sido enfatizada entre as técnicas bioremediadoras
dentro das pesquisas em remediagdo de areas contaminadas com elementos-trago
devido a sua maior eficiéncia e sustentabilidade. De acordo com Memon e
Schoder (2009), a fitorremediagdo ¢ wuma técnica emergente para
descontaminagdo ambiental, sendo definida pelo uso de plantas e sua microbiota
associada para extrair, sequestrar e ou desintoxicar, a partir da dgua, sedimentos,
solo e ar, varios tipos de ambiente poluidos com substincias orgéanicas e
inorganicas. Essa definicdo se enquadra também no recente conceito de
fitotecnologia, o qual abrange, além da fitorremediacdo, a conten¢do dos
contaminantes nas areas poluidas (INTERSTATE TECHNOLOGY &
REGULATORY COUNCIL — ITRC, 2009).

Por gerar o minimo de perturbacdo ao ambiente, a fitorremedia¢do se
caracteriza como uma técnica ambientalmente correta, uma vez que, em vez de
simplesmente mover a poluicdo para um local diferente, a reabilitacdo ¢
realizada in situ (HENRY, 2000; SALT; SMITH; RASKIN, 1998). Outras
vantagens dessa técnica sdo protecdo contra a erosdo do solo que pode ser tanto
eolica como hidrica, melhorias na estrutura do solo ¢ do aumento da sua
fertilidade, contencdo da lixiviagdo e possivel contaminagdo do lengol freatico,
assim como recuperacdo da estética das areas contaminadas (RASKIN;
ENSLEY, 2000).

A fitorremediacdo ¢ estudada em varios paises e a industria mundial de

fitorremediacdo ja abrange dezenas de empresas. Um exemplo desse
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crescimento € o investimento dos Estados Unidos na remediacdo, da ordem de 7
a 8 bilhoes de dodlares ao ano, sendo 35% desse valor gastos com a remediacdo
de metais (MEMON; SCHRODER, 2009).

Entretanto, no Brasil, esta técnica ainda ndo é explorada, por razdes
como desconhecimento do mercado, falta de capacitacdo técnica (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2000) e pelo fato de serem as espécies de plantas
hiperacumuladoras conhecidas, em sua maioria, de clima temperado (BAKER;
BROOKS, 1989).

Existem diferentes mecanismos dentro da fitorremediagdo e, para a
escolha da estratégia adequada a ser implementada, é preciso considerar as
condi¢des do local contaminado, as caracteristicas do elemento contaminante, os
niveis de contaminagdo e a  vegetagdo  presente na  area
(PADMAVATHIAMMA; LI, 2007). Os mecanismos fitorremediadores sdo
classificados conforme o destino dado aos contaminantes que podem ser
contidos (fitoimobilizagdo), estabilizados (fitoestabiliza¢do), degradados
(fitodegradagdo e rizodedradagdo), volatilizados (fitovolatilizacdo) ou extraidos
(fitoextragdo) (CUNINGHAM; BERTI, 1993).

Para a recuperagdo de areas contaminadas com elementos-trago, as
estratégias mais indicadas sdo a fitoestabilizacdo e a fitoextragdo. A
fitoestabilizagdo consiste na imobilizacdo dos metais pela planta sem a sua
posterior colheita. Esse mecanismo ¢ aplicado em regides onde o solo possui
contaminagdo elevada e apenas plantas tolerantes sdo capazes de se estabelecer.
As espécies tolerantes geralmente tém raizes com grande biomassa, capazes de
adsorver, precipitar ou absorver e acumular os elementos-traco sem os translocar
para a parte aérea. Apesar de os contaminantes ndo serem removidos do local, a
fitoestabilizagdo permite a reducdo do risco de erosdo e a lixiviagdo dos

poluentes, evitando a contaminag@o dos lengdis freaticos, além de reduzir o risco
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da entrada dos metais pesados na cadeia alimentar, evitando possiveis
contaminagdes a0 homem e ao meio ambiente (ZHAO; MCGRANTH, 2009).

A fitoextrag@o, também conhecida como fitoacumulagdo, ocorre quando
as plantas absorvem os metais presentes no solo e os translocam para a parte
aérea, onde os mesmos sdo acumulados (CUNINGHAM; BERTI, 1993;
SANTOS; AMARAL SOBRINHO; MAZUR, 2006). O potencial de
fitoextracdo depende da interagdo entre solo, metal, planta e microrganismos do
solo (LASAT, 2002). De acordo com Zhao e McGranth (2009), a fitoextracdo de
metais ¢, provavelmente, o maior desafio a ser vencido dentro da técnica de
fitorremediacdo. Isso se deve ao nimero restrito de espécies que possuem
mecanismos adequados para a fitoextragdo, j& que uma espécie ideal precisa
tolerar e acumular altas concentra¢des do elemento-trago na parte aérea e, ainda,
possuir alta taxa de crescimento, elevada producdao de biomassa e um sistema
radicular abundante = (GARBISU; ALKORTA, 2001; VASSILEV;
VANGRONSVELD; YORDANOV, 2002).

Ao final do ciclo do vegetal, é possivel, por meio da colheita da planta,
retirar o metal que foi translocado da raiz para parte aérea. Durante muitos anos,
foi questionado qual o destino seria aplicado ao material ap6s a colheita.
Entretanto, muitos trabalhos recentes tém sugerido diferentes alternativas, como
a reciclagem e a recuperagdo do metal, assim como a utilizagdo da biomassa
como biocombustivel para a geragdo de energia (LIEVENS et al., 2008;
SCHRODER et al., 2008).

O desenvolvimento da tecnologia fitorremediadora s6 ¢ possivel uma
vez que algumas espécies vegetais adquiriram, durante o seu processo evolutivo,
a capacidade de tolerar ou, até mesmo, absorver ¢ acumular elementos ndo
essenciais, que ndo t€m funcdo bioldgica, ou metais essenciais que se encontram
em concentra¢des de toxidez no ambiente (CLEMENS, 2006). Em relagdo a

absor¢do de metais, Baker (1981) classifica as plantas em: i) excludentes: cuja
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concentragdo ¢ mantida em nivel constante até que se atinja um valor critico no
solo, no qual esse mecanismo ¢ quebrado, resultando na ndo restrigdo ao
transporte do metal; ii) indicadoras: nas quais a absorcdo e o transporte de
metais sdo regulados, sendo que a concentracdo interna reflete o nivel externo e
iii) acumuladoras: nas quais ha acumulagdo de metais nas partes da planta em
baixo ou alto nivel de metais no solo.

Aproximadamente 450 espécies de plantas superiores sdo identificadas
como hiperacumuladoras de metais (MAESTRI et al., 2010), sendo um
mecanismo restrito entre as intimeras espécies vegetais encontradas. As
caracteristicas estabelecidas para definir uma espécie como hiperacumuladora
tém sido questionadas. O pardmetro mais utilizado nos trabalhos foi estabelecido
por Baker e Brooks (1989) e Baker et al. (1994) e define como
hiperacumuladora a espécie que tem a habilidade de absorver e reter na parte
aérea (caule e folhas), no minimo, as seguintes concentragdes: 10 mg kg™ para
Hg, 100 mg kg™ para Cd e As, 1.000 mg kg™ para Co, Cr, Cu e Pb ¢ 10.000 mg
kg™ para Zn e Ni.

Entretanto, de acordo com Baker e Whiting (2002), os valores prévios
foram sugeridos apenas como um guia de direcionamento e ndo como valores
absolutos. Uma espécie capaz, por exemplo, de absorver altas concentragdes de
Zn na parte aérea (e.g. >1000 mg kg™'), mas que ndo alcangou a taxa de 10.000
mg kg, pode ser considerada hiperacumuladora, de acordo com o autor. Da
mesma maneira, nem sempre espécies que apresentaram concentragdo acima de
10.000 mg kg™ de Zn serdo, apenas por esse pardmetro, hiperacumuladoras. E
necessario observar outras caracteristicas, como a capacidade da espécie de
tolerar altas concentragdes biodisponiveis do metal, acumular na parte aérea
concentragdes superiores comparadas a outras espécie/gendtipos e,
preferencialmente, translocar o metal para a parte aérea (BAKER, 1981). Para

Cd e Zn, os teores encontrados na parte aérea da maioria das plantas, em
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condigdes normais, variam entre 0,03-2 e 10-150 mg kg, respectivamente
(MAESTRI et al., 2010; PADMAVATHIAMMA; LI, 2007). Reeves ¢ Baker
(2000) consideram niveis proximos a 3.000 mg kg' como suficientes para
considerar uma espécie hiperacumuladora de Zn.

Outros parametros capazes de auxiliar na defini¢do de uma espécie
como hiperacumuladora sdo o fator de acumulagdo (concentracdo do metal na
parte aérea/concentracdo no solo) e o fator de translocagdo (concentracdo do
metal na parte aérea/concentracdo na raiz). Quando esses pardmetros apresentam
valores maiores que 1, ha uma indicacdo da elevada taxa de absor¢do do
elemento e sua preferéncia em se acumular na parte aérea (BAKER; WHITING,
2002; MCGRATH; ZHAO, 2003).

De acordo com Franco-Hernandez et al. (2010), quatro critérios devem
ser considerados para a identificagdo de espécies capazes de acumular grandes
quantidades de metal. Primeiro, a elevada concentracdo do elemento na parte
aérea. Segundo, essas concentracdes devem ser de 10 a 500 vezes superiores as
concentragdes normalmente encontradas nas plantas. Terceiro, a concentragdo
deve ser, preferencialmente, maior na parte aérea do que na raiz. Quarto, a
concentragdo do elemento na parte aérea deve ser maior do que aquela presente
no meio.

As principais espécies utilizadas como modelo para hiperacumulacdo de
Cd e Zn sdo Thlaspi caerulescens ¢ Arabidopsis halleri, ambas com habitat em
clima temperado, encontradas, principalmente, no continente europeu (BAKER;
WHITING, 2002).

A primeira planta nativa hiperacumuladora citada na literatura brasileira
como sendo de ecossistema tropical é a espécie Gomprena elegans, da familia
Amarantaceae, que foi primeiramente identificada como pertencente do género
Pfaffia, que sobreviveu em uma condi¢do de multicontaminagdo com Cd, Zn, Cu

e Pb e acumulou concentragdes elevadas de Cd na sua parte aérea (CARNEIRO;
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SIQUEIRA; MOREIRA, 2002). Santos (2008) também identificou uma planta
nativa, do cerrado brasileiro, capaz de absorver Cd e que se mostrou promissora
para a absor¢do de outros tipos de metais pesados. Trata-se da Galianthe
grandifolia - Rubiaceae, uma herbacea da familia do café, encontrada de forma
abundante em areas de cerrado do estado de Sdo Paulo, mais precisamente na
cidade de Itirapina.

Estudos envolvendo fitorremediagdo podem ser realizados em solos ou
em solu¢@o nutritiva por meio do cultivo hidroponico (ZABLUDOWSKA et al.,
2009). Apesar de o solo representar as condigdes encontradas na pratica, devido
a complexidade das suas caracteristicas, os estudos em solu¢do nutritiva sdo
preferidos, sendo essenciais na determinagdo do acumulo e da translocacdo do
metal pela planta (BAKER; WHITING, 2002). Entretanto, respostas encontradas
em solugdo nutritiva nem sempre sdo semelhantes quando passam a ser
estudadas no solo (ZABLUDOWSKA et al., 2009). Portanto, as concentra¢des
biodisponiveis no solo devem ser previamente definidas para que as respostas
obtidas por meio do estudo com hidroponia possam representar os estudos na
area contaminada.

As respostas encontradas na presenca de altas doses de metal variam
entre espécies distintas e, até mesmo, entre ecotipos ou populagdes diferentes.
Lombi et al. (2001), estudando dois ecdtipos, Ganges e Prayon, da espécie
Thlaspi caerulescens, encontraram diferentes respostas na absor¢do de Cd e Zn
entre eles. Macnair (2002) também encontrou diferentes resultados na absorc¢ao
de Zn entre populagdes de Arabidopsis halleri.

Diante da importancia da fitoextragdo como técnica remediadora para
areas contaminadas por elementos-tragco, ¢ fundamental o desenvolvimento de
estudos que estabelegam a capacidade da tolerdncia e do acumulo de espécies de
clima tropical, buscando o cultivo de hiperacumuladoras nas areas contaminadas

no Brasil. Acredita-se que a espécie Gomphrena elegans, comumente
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encontrada em area de mineragao de zinco, possa ser utilizada em programas de
fitorremediacdo de solos contaminados com Cd e Zn. Neste contexto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade fitoextratora de
diferentes ecOtipos da espécie Gomphrena elegans crescidas em solugdo

nutritiva, com concentragoes crescentes ¢ combinadas dos elementos Cd ¢ Zn.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacéo do local

A é4rea onde as plantas foram coletadas localiza-se nas serras do Pogo
Verde e do Sucuri, entorno de uma regido de minera¢do de zinco na cidade de
Vazante, no noroeste de Minas Gerais (Figuras 1 e 2). O clima ¢ considerado
tropical semiimido e a média de temperatura anual varia de 21° a 24°C, sendo,
nos meses mais quentes, de 21° a 26°C e, nos meses mais frios, de 17° a 22°C.
A umidade relativa, no verao, oscila entre 75% e 80% e, no inverno, entre 50% e

60%
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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

Figura 2 Localizag¢do da area de estudo em unidade de mineracdo de zinco em
Vazante, MG. A.M.= area de mineragdo e A.U.= area urbana
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2.2 Coleta das plantas

As plantas foram coletadas na area descrita anteriormente, uma vez que
essas se encontravam estabelecidas e adaptadas as condi¢des edafocliméticas
locais, principalmente no que diz respeito aos altos teores de metais pesados
comumente encontrados em areas de mineragdo. As plantas e as amostras de
solo foram coletadas, em dezembro de 2007, em cinco locais diferentes,
conforme se observa na Figura 3. Oito plantas foram coletadas e identificadas
como 1A, 1B, 2A, 2B, 3A, 4A, 5A e 5B, conforme a posigdo do local de coleta.
As plantas foram coletadas com o auxilio de enxaddo, tomando-se o cuidado de
manter o torrdo de solo, visando a manutencdo do sistema radicular (Figura 4).
Imediatamente apds a coleta, as plantas foram acondicionadas em sacos

plésticos.



29

e L Y -
.-_T—isf‘w S

-2 - >
S17/58.255/W 46151 4375(012)
A

S1758.500 W46.52

v i’
7 S1117.58-552 W46152:332 (008)
e A

>

-

»
- i.ij? 58.870 W46 52.255 (007)

Figura 3 Locais de coleta de plantas e solo (1, 2, 3, 4 e 5) e sementes (6), em
area de mineragdo de zinco, em Vazante, MG

igura 4 Detalhes das coletas de plantas em diferentes locais em area de
mineragdo de zinco, em Vazante, MG
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2.3 ldentificacdes da espécie

Foram encaminhadas exsicatas dos diferentes ecotipos para o professor
Dr. Josafa Carlos de Siqueira, da Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro e para a professora Dra. Maria Salete Marchioretto, pesquisadora da
Universidade do Vale do Rio dos Sinos, especialistas no estudo da familia
Amarantaceae. Também foi enviado um exemplar a pesquisadora Maria Raquel

Cota, da Universidade de Brasilia, para a identificacdo.

2.4 Analise do solo

O solo coletado foi digerido segundo o método 3051 da United States
Environmental Protection Agency — USEPA (1995) e os teores de Cd e Zn
foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica, utilizando
equipamento Perkin Elmer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama. O
controle e a garantia da qualidade dos resultados das analises de Cd e nutrientes
foram assegurados pelo uso de material de referéncia NAPT (Orange Burg) em
cada bateria de analise, bem como de uma amostra em branco. Os resultados

obtidos foram satisfatdrios, com recuperacdo de 74% a 122%.

2.5 Propagacéo

Visando a manutencdo das caracteristicas genéticas de cada uma das
plantas coletadas, a multiplicacdo do material foi realizada, por meio da técnica
de micropropagacdo, no Laboratorio de Cultura de Tecidos, Departamento de
Agricultura, da Universidade Federal de Lavras. Apo6s a coleta, as plantas
matrizes foram mantidas em casa de vegetacdo, tendo sobrevivido sete das oito

plantas coletadas. Para a propagacdo, foram utilizadas como explantes gemas
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vegetativas novas apicais e laterais. O processo de assepsia foi de 10 minutos em
agua corrente, seguido por imersdo sob agitagdo 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
inoculadas 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 pmol m™ s™ e temperatura de 26+1°C. A
aclimatizacdo das plantulas foi realizada em bandejas de isopor de 128 células

contendo substrato comercial Plantmax, por um periodo de duas semanas.

2.6 Conducéo experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com solugdo
nutritiva em sistema hidropdnico, sob aeragdo constante. As plantulas
permaneceram em solu¢do de Clark, para adaptagdo, por trés semanas, com
concentragdes crescentes correspondentes a 25%, 50% e 100% da forga idnica.
A solucdo nutritiva de Clark (1975) contém: 7,26 mmol L' N - NO5 ; 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 p mol L' Zn; 05 pmol L!
Cu; 19 pmol L™ B; 0,60 umol L™ Mo; e 38 pumol L' Fe complexado com Na,-
EDTA. As soluc¢des foram trocadas semanalmente, renovando a contaminagao
com Zn/Cd e o pH da solugdo mantido em 5,5 com adi¢do de NaOH ou HCI 0,1

mol L™, quando necessério.



32

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 7 x 4, sendo 7 ecotipos (1A, 1B, 2A, 2B, 4A, SA,E5B)e 4
concentragdes crescentes de Zn/Cd. Como na area estudada existe a presenga de
uma contaminagdo multipla, as concentragdes estabelecidas seguiram uma razao
Zn/Cd, em molaridade, de 64,3. Essa razao foi determinada em solugdes de solo
extraidas em 4reas contaminadas situadas no entorno da empresa de
beneficiamento de Zn. As doses foram 9,14 pumol (9,0 Zn e 0,14 Cd); 91,4 umol
(90 Zn e 1,4 Cd); 914 pmol (900 Zn e 14 Cd) e 9.140 umol (9000 Zn e 140 Cd).
As fontes dos sais foram ZnSO, e CdSO,. Os tratamentos resultaram da
combinagdo das quatro doses com os sete ecoOtipos sendo um total de 32
tratamentos com trés repeticdes, totalizando 96 parcelas. Os vasos utilizados
apresentavam capacidade de 1,7 L e continham uma unica planta.

As plantas foram mantidas, por um periodo de 30 dias, em exposi¢do as
doses de Cd e Zn, periodo no qual foi observada a ocorréncia de eventuais
sintomas de toxidez e os efeitos no crescimento das plantas. Ao final do
experimento, as plantas foram colhidas e parte aérea (folha e caule) e raizes
foram separadas. 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 em temperatura entre 65° e 75°C, até atingir massa constante. O peso da
matéria seca foi determinado em balanca de precisdao (0,01 g) e, em seguida, a
matéria seca foi moida em moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha

de 0,38 mm, para ser analisada quimicamente.

2.7 Andlise do cadmio e do zinco na planta

O material moido foi digerido segundo o método 3051 da United States

Environmental Protection Agency — USEPA (1995), utilizando-se de 0,5 g de
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material em 10 mL de HNOj; concentrado, em forno de micro-ondas, com tubos
de Teflon® PTFE, a pressdo 0,76 MPa, por dez minutos. A temperatura
alcancada a pressdo de 0,76 MPa ¢é de, aproximadamente, 175°C. Apods a
digestdo, o extrato foi filtrado e seu volume completado até 20 mL com agua
destilada. A partir dos extratos, foram determinados os teores de cadmio e zinco
por espectrofotometria de absor¢ao atémica, usando 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¢io atdmica
com atomizador tipo chama.

O controle e a garantia da qualidade dos resultados das analises de Cd e
Zn foram assegurados pelo uso de material de referéncia BCR Lichen
proveniente do Institute for Reference Material and Measurements - European
Commission (IRMM) em cada bateria de analise, bem como de uma amostra em
branco. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com recuperagdo de 75% a
93% para Cd e de 70% a 73% para Zn.

O acumulo de Cd e Zn por planta foi calculado por meio da
multiplicagdo da matéria seca produzida na parte aérea pela concentracdo do

elemento no tecido vegetal.

2.8CalculodoFBe IT

As habilidades de absorc¢do e translocagdo de Cd e Zn pelas plantas
foram mensuradas por meio dos fatores de bioacumulacdo (FB) e do indice de
translocagdo (IT), que sdo definidos como a concentragdo do elemento na planta
em relagdo a concentragdo do elemento no solo e a quantidade do elemento na
parte aérea em relacdo a quantidade total do elemento na planta em

porcentagem, respectivamente. Como o experimento foi realizado em solugdo
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nutritiva, utilizaram-se, para os calculos, as concentragdes dos elementos
presentes em solugdo (BAKER; BROOKS, 1989; WANG et al., 2007).
FB = [Cd] parte aérea/ [Cd] solugdo € [Cd] raiz / [Cd] solugdo

IT= [Cd] parte aérea /[Cd] parte aérea + [Cd] raizes X 100

2.9 Analises estatisticas

Os resultados da producdo de matéria seca e as concentracdes de Cd e
Zn na parte aérea e raizes foram submetidos a analise de variancia, por meio do
uso do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003). As equagdes de
regressdo foram determinadas pelo melhor ajuste, por meio do programa Table

Curve 2D for Windows v. 5.01 (SYSTAT Software Inc),

3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 ldentificacéo da espécie

As exsicatas das plantas encaminhadas para os especialistas foram
classificadas como pertencentes a familia Amaranthacea, género Gomphrena
espécie Gomphrena elegans. Diante desse resultado, as diferentes plantas
coletadas foram identificadas, no presente trabalho, como ecdtipos dessa
espécie, uma vez que elas apresentaram diferentes resultados com relagdo a

capacidade fitoextratora dos elementos Cd e Zn.

3.2 Teores totais de Cd e Zn no solo

Os valores encontrados para os elementos Cd e Zn nas analises das

amostras de solos, na profundidade de 0 a 20 cm, das areas onde foram coletadas
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as plantas, indicaram riscos potenciais de contaminacdo, conforme os padrdes
estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (2009)
(Tabela 1). Os valores para concentra¢io de Cd e Zn no solo (mg kg™') sugeridos
por esse orgdo como padrdes acima dos quais existem riscos, diretos ou
indiretos, a sauide humana e ao meio ambiente sdo: area agricola = Cd 3 e Zn

450; area residencial = Cd 8 e Zn 1.000 e area industrial = Cd 20 ¢ Zn 2.000.

Tabela 1 Teores de Cd e Zn (mg kg™') em amostras de
solo (0-20 cm) dos locais de coleta das
plantas de Gomphrena elegans

Teor total
Cd Zn
Média 60,7 6.592
Mediana 1,9 135
Maximo 2.443 21.304
Minimo <LD 23

*LD = limite de detec¢do; Cd — USEPA 3051

3.3 Producao de matéria seca

Os resultados da producdo de matéria seca foram influenciados tanto
pelos ecdtipos como pelas doses, tendo apenas o ecédtipo 5B apresentado
significativamente os maiores resultados para matéria seca da parte aérea, da raiz

e total, nas quatro doses estudadas (Tabela 2).



36

Tabela 2 Matéria seca (gramas) de 7 ecotipos de Gomphrena elegans em
4 doses crescentes de metais (Zn e Cd)*

Concentragdo Zn + Cd (umol L™)

Ectipos 9,14 91,4 914 9140
(9+0,14) (90 +1,4)  (900+14)  (9000+140)
1A 9,03 Ab 7,53 Ab 8,75 Aa 5,69 Ba
1B 7,53 Ab 6,07 Ac 4,80 Bb 4,49 Bb
Parte 2A 9,95 Aa 8,46 Aa 8,36 Aa 4,13 Bb
aérea 2B 9,53 Aa 9,83 Aa 8,33 Aa 3,97 Bb
4A 8,26 Ab 7,99 Ab 6,87 Aa 3,67 Bb
SA 11,04 Aa 9,24 Ba 7,91 Ca 7,09 Ca
5B 10,03 Aa 9,62 Aa 8,55 Ba 7,13 Ba
1A 2,21 Ab 2,05 Ab 2,41 Aa 0,99 Ba
1B 2,63 Aa 2,23 Ab 1,37 Bb 0,82 Ca
Raiz 2A 2,94 Aa 2,08 Bb 2,42 Ba 0,63 Ca
2B 2,39 Ab 2,64 Aa 2,22 Aa 0,57 Ba
4A 2,44 Ab 2,07 Ab 2,13 Aa 0,89 Ba
5A 1,76 Bc 2,39 Ab 2,50 Aa 0,97 Ca
5B 3,04 Aa 2,83 Aa 2,33 Ba 0,67 Ca
1A 11,24 Ab 9,58 Ba 11,16 Aa 6,68 Ca
1B 10,16 Ab 8,30 Bb 6,17 Cb 5,32 Cb
Total 2A 12,89 Aa 10,54 Ba 10,78 Ba 4,76 Cb
2B 11,91 Aa 12,47 Aa 10,55 Ba 4,55Cb
4A 10,71 Ab 10,06 Aa 9,00 Aa 4,56 Bb
5A 12,80 Aa 11,62 Aa 10,42 Ba 8,06 Ca
5B 13,07 Aa 12,46 Aa 10,88 Ba 7,79 Ca

*razdo molar Zn/Cd igual a 64,3.
** valores seguidos da mesma letra na minuscula (a) na mesma coluna ou (A) na
mesma linha néo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia

Em todos os sete ecotipos de Gomphrena elegans houve um decréscimo
na matéria seca relativa a primeira dose. Na dose 4, os ecotipos 1A, 5A ¢ 5B
apresentaram redu¢do de apenas 40% na producdo de matéria seca, obtendo os

melhores resultados entre os ecotipos (Grafico 1).
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Em todos os ecotipos estudados ndo foram encontrados sintomas de
toxidez ou deficiéncia nutricional nas trés primeiras doses combinadas de Zn e
Cd. Entretanto, na maior dose, os ecotipos apresentaram sintomas de clorose nas
folhas mais novas e distirbio no balango hidrico da planta (murchamento)
(Figura 5). Esses sintomas podem ser explicados pela absor¢do do Cd através
dos transportadores de Fe ¢ Zn, o que leva a deficiéncia desses outros elementos
(CLEMENS, 2006). Em outros trabalhos nos quais se estudou o efeito das doses
crescentes de Cd e Zn também foram encontrados sintomas de toxidez
semelhante (BROWN, 1995; SOARES et al., 2005).

Os valores da produgdo de matéria seca encontrados para a espécie
Gomphrena elegans foram elevados quando comparados com os resultados das
espécies  Thlaspi  caerulescens e  Arabdopsis halleri, principais
hiperacumuladoras de Cd e Zn. Cosio, Martinoia ¢ Keller (2004) nao
encontraram valores maiores que 3 g na parte aérea dessas espécies, quando
expostas & concentragio de até 10 pmol L™ de Cd e 500 pmol " de Zn em
solu¢do nutritiva, durante 12 semanas, em condigdes semelhantes as deste

trabalho.

Figura 5 Crescimento da parte aérea e raizes dos 7 ecétipos de Gomphrena
elegans em solugdo nutritiva controle (a esquerda) e 9.140 pmol L™
de Zn/Cd (a direita). Ultima foto a direita, detalhe do sintoma de
clorose nas folhas. Foto obtida no 42° dia apods exposicdo aos



39

Brown et al. (1995), estudando a espécie T. caerulescens, em doses
combinadas de Zn/Cd que variaram de 3,16/0,063 a 10.000/200 pmol L',
durante 28 dias, em solucdo nutritiva, ndo encontraram valores superiores a 4 g

de matéria seca na parte aérea e maiores que 1 g na raiz.

3.4 Concentracdo de Cd e Zn na planta

Com o acréscimo de Cd e Zn na solugdo houve um aumento da
concentragdo dos dois elementos na parte aérea e na raiz de todos os ecotipos de
Gomphrena elegans, tendo as maiores concentragdes desses elementos na planta
sido obtidas na dose de 9.140 pmol L! (Graficos 2, 3, 4 e¢ 5). Todos os
tratamentos apresentaram maior teor de Cd e Zn na raiz, comparada a parte
aérea, observacdo encontrada na maioria das espécies tolerantes e acumuladoras
desses metais (BROWN et al., 1995; PUERTAS-MEJiA; RUIZ-DIEZ;
FERNANDEZ-PASCUAL, 2010). Entretanto, de acordo com Franco-Hernandez
et al. (2010), algumas espécies podem apresentar maiores concentragdes na parte
aérea, dependendo das condigdes as quais elas sdo submetidas.

Todos os ecétipos apresentaram o teor de Cd maior que 200 mg kg na
parte aérea e 400 mg kg’ na raiz (Graficos 2 e 3), valores superiores & faixa
tolerdvel normalmente encontrada na parte area da maioria das espécies, que
varia entre 0,05 a 0,5 mg kg’ (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Os
valores méaximos encontrados foram 432 mg kg™, na parte aérea e 1.425 mg kg',
na raiz, correspondentes aos ecotipos 1A e 5B, respectivamente (Graficos 2 e
3).

A diferenca dos teores de Cd apresentados entre os 7 ecotipos da espécie
Gomphrena elegans também ocorre com a hiperacumuladora T. caerulescens.

Hutchinson et al. (2000), estudando 4 ecdtipos dessa espécie (Prayon, Ganges,



40

Darley e Whitesike), encontraram valores da concentragdo de Cd na parte aérea

que variaram entre 122 a 2.404 mg kg

1
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Outro exemplo € o trabalho de Cosio, Martinoia e Keller (2004) que,
estudando os ecotipos Prayon e Ganges, também encontraram diferentes teores
de Cd na parte aérea, 287 ¢ 1.274 mg kg'', respectivamente.

A concentragio de Zn encontrada foi superior a 7.000 e 12.000 mg kg™
na parte aérea e raiz, em todos os ecotipos estudados, tendo as concentragdes
maximas sido de 18.688 mg kg na raiz e 10.078 mg kg na parte aérea,
encontradas no ecétipo 1A (Graficos 4 e 5).

Esses resultados demonstram que a espécie Gomphrena elegans tem
mecanismos especificos para acumulacdo desse metal, uma vez que, de acordo
com Franco-Hernandez et al. (2010), as concentragdes de Zn encontradas nos
vegetais em condigdes normais variam entre 15 e 150 mg kg™

Dentre as espécies capazes de acumular altas concentragdes de Cd e Zn,
poucas tém o mecanismo de acumulagdo dos dois elementos, simultaneamente.
Phaenark et al. (2009) avaliaram o potencial fitoextrator de Cd e Zn em 36
espécies e revelaram 4 como hiperacumuladoras de Cd e apenas 1 com
capacidade de fitoextrair tanto Cd como Zn. Essa capacidade fitoextratora
multipla é essencial para remediagdo das areas contaminadas por meio da
mineragdo ou beneficiamento de Zn, uma vez que ambos os elementos se
encontram presentes nessa condi¢do. Essa caracteristica foi relatada para as
espécies Thlaspi caerulescens, Arabidopsis halleri, Sedum alfredi, Picris
divaricata e Justicia procumbens e¢ é encontrada nos melhores ecétipos

fitoextratores de Gomphrena elegans (Tabela 3).
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Tabela 3 Exemplos de espécies vegetais hiperacumuladoras dos dois elementos-
trago, cadmio e zinco

ESPECIES ACUMULADORAS DE Cd E Zn

PARTE AEREA
Espécies Teor Cd TeorZn Biomassa Conteido Cd Contetido Zn  Referéncia
(mg kg™ (mg) (ug/planta)
Cosio,
Arabidopsis ——y o>7 35000 1.090 2.100 34.880 Martinoia e
halleri Keller
(2004)
Gomphrena 350 8.884 7.000 2.493 62.534 -
elegans ’ ' ’ )
Phaenark et
Justicia 548 10.741 ) ) ) al. (2009)
procumbens
Picris Ying et al.
divaricata 364 15183 (2010)
Wieshammer
Salix et al. (2007)
smithiana 250 3.000 ) ) .
Zhuang et al.
. (2007)/ Jin et
Sedum alfredi 2.143 6.279
al. (2008)
Thlaspi Brown et al.
caerulescens 1.290 26.000 1.800 1.700 35.000 (1995)

* valores apresentados para Gomphrena elegans correspondem ao ecétipo SB

A relagdo da concentragdo Zn/Cd na parte aérea variou entre o0S
diferentes ecotipos e com o aumento das concentracdes (Tabela 4). Na maioria
dos écotipos foi observada uma relacdo inferior a disponivel na solucao (37,5, se
expressa em mg Zn/mg Cd, que corresponde a relacdo molar Zn/Cd igual a 64,3)

nas doses 1 e 4 e superior a8 mesma nas doses 2 e¢ 3. Para todos os ecotipos, a
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relagdo Zn/Cd € menor na planta, comparada a solugdo na concentragdo 4, ou
seja, ha, proporcionalmente, maior absor¢do de Cd do que Zn. Esse resultado
demonstra maior mobilidade do Cd para a parte aérea na espécie Gomphrena

elegans.

Tabela 4 Relagio entre os teores (mg kg') de Zn/Cd obtidos pelos diferente
ecotipos nas 4 doses estudadas

RELACAO Zn/Cd NA PARTE AEREA

ECOTIPOS Doses (mg Zn/mg Cd)
9,14 91,4 914 9140
(9+0,14) (90+1,4) (900+14)  (9000-+140)

1A 32,86 45,03 28,21 23,41
1B 29,07 40,41 41,24 25,11
2A 25,16 36,03 43,27 27,39
2B 38,20 52,00 47,38 23,94
4A 28,04 40,96 26,68 20,14
5A 67,11 47,76 35,06 26,06
5B 35,43 41,06 35,62 25,38

3.5 Coeficientes de bioacumulacéo e translocacao

Os fatores de bioacumulagdo (FB) e o indice de translocagdo (IT)
auxiliam na classifica¢do da planta como hiperacumuladora, uma vez que o IT

demonstra a eficiéncia da planta no transporte do elemento das raizes para a
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parte aérea e o FB avalia a eficiéncia da planta em absorver o elemento que se
encontra em uma determinada concentragdo (NASCIMENTO; XING, 2006). Os
fatores determinados para os ecotipos de Gomphrena elegans estéo apresentados
nas Tabelas 4 e 5.

Os ITs de Cd e de Zn em Gomphrena elegans foram de até 79,35% para
Cd e de 87,43% para Zn (Tabela 5). Esse comportamento mostra certa restricdo
na translocagdo de Cd e Zn para a parte aérea, nas trés primeiras concentragdes.
Entretanto, na ultima concentragdo, os ecétipos, apresentaram elevada taxa de
translocagdo tanto de Cd como de Zn, ou seja, existe um aumento da

translocagdo com o aumento da concentracido nessa espécie.
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Tabela 5 indice de translocagio (%) para os ecétipos de Gomphrena
elegans expostas a concentragdes crescentes de Cd e Zn em
solu¢do nutritiva

Dose de Zn/Cd (umol L™

9,14 91,4 914 9140
Ecotipos  (9+0,14)  (90+1,4) (900+14) (9000+140)

Indice de translocagio (%)

1A 30,56 29,63 48,55 63,81

B 29,12 27,04 48,10 71,36

A 46,41 23,86 39,14 62,95

cd B 33,45 35,36 44,66 74,58
4A 39,91 46,97 67,82 79,35

SA 23,55 32,03 46,31 70,32

5B 43,90 25,68 42,87 72,41

1A 77,71 57,57 60,77 74,98

B 66,18 34,25 44,66 80,57

A 75,72 62,46 64,64 77,14

7n B 74,59 39,82 56,20 81,62
AA 75,85 71,73 62,70 72,45

SA 83,34 51,58 57,78 82,31

83,10 40,19 56,59 87,43

5B
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Para todos os ecotipos, em todas as doses, os valores do FB foram
superiores a 18, tanto para Cd como para Zn (Tabela 6). Em geral, plantas
hiperacumuladoras tém valores elevados do fator de bioacumulagdo. Entretanto,
a comparagao do FB entre as espécies € limitada, uma vez que ele é dependente
da espécie e pode ser alterado de acordo com a concentracdo do elemento
disponivel para a planta, seja no solo ou na solucao nutritiva (LIANG et al.,
2009). De acordo com esses autores, o aumento da concentragdo do elemento no
meio proporciona uma queda do FB nas espécies.

Os resultados encontrados por meio desses fatores revelam que a espécie
Gomphrena elegans tem alguns mecanismos que evitam a translocagdo de Cd e
Zn absorvido para a parte aérea. Entretanto, ha uma elevada concentragdo dos
dois elementos na parte aérea dessa espécie, sugerindo a existéncia de
mecanismos especificos relacionados a absor¢do, transporte e acumulo, que
permitem e facilitam a permanéncia de valores elevados de Cd e Zn nos tecidos

vegetais foliares dessa espécie.
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Tabela 6 Fatores de bioacumulagdo para os ecotipos de Gomphrena
elegans expostas a concentragdes crescentes de Cd e Zn em
solu¢do nutritiva

Dose de Zn/Cd (umol L)

9,14 91,4 914 9140
Ecotipos (9+0,14) (90+1,4)  (900+14) (9000+140)

Fator de bioacumulagdo (parte aérea)

1A 68,2 514 66,0 26,2
1B 178,8 69,1 44,5 22,6
2A 114,3 74,5 57,3 18,1
Cd 2B 105,0 62,5 58,1 23,5
4A 1443 78,2 82,1 25,3
SA 45,8 72,5 52,6 18,2
5B 175.9 73,6 67,1 21,2
W s 648 24 54
1B 142,4 78,2 52,0 234
2A 79,1 75,5 70,1 20,7
Zn 2B 105,3 90,7 78 23,5
4A 109,7 89,1 61,0 20,9
S5A 83,6 97,2 52,3 19,8
5B 175,2 84,7 67,6 22,4

3.6 Contetdo de Cd e Zn

De acordo com Zhang et al. (2010), para avaliar a capacidade

fitoextratora de uma espécie, devem ser considerados tanto o seu fator de
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bioacumulagdo como a sua biomassa. O pardmetro de avaliagdo capaz de unir
esses dois fatores é o contetido, que representa o que foi acumulado por planta
de um determinado elemento em uma condigdo especifica. Os ecotipos de
Gomphrena elegans translocaram para a parte aérea entre 1.231 a 2.493 ug
planta’ de Cd e 32.274 a 63.534 pg planta’ de Zn na dose mais elevada
(Graficos 6 e 7). Os melhores resultados foram apresentados pelos ecétipos 1A
e 5B, tendo o ultimo apresentado os maiores valores, tanto para o acimulo de Cd
como de Zn. Brown et al. (1995) determinaram, em seu trabalho, o conteudo de
Cd e Zn na parte aérea para a espécie T. caerulescens e, devido a baixa produgdo
de biomassa dessa espécie, os valores acumulados nao ultrapassaram 1.700 pg
planta” de Cd e 35.000 pg planta™ a de Zn.

A avaliagdo de espécies para utilizagdo do mecanismo de
fitoestabilizacdo deve ser embasada no contetido do elemento presente na raiz.
Neste trabalho, os ecotipos de Gomphrena elegans, na dose 4, apresentaram os
contetidos de Cd de 393 a 1.378 pg planta” e Zn de 8.944 a 19.078 g planta™.
Ao contrario da parte aérea, na raiz, os maiores valores acumulados sdo
correspondentes a dose 3, devido a maior produgdo de matéria seca nessa dose

(Gréaficos 8 ¢9).
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Devido a baixa produgdo de biomassa das plantas hiperacumuladoras,
muitas vezes espécies ndo acumuladoras podem ser tdo eficientes quanto as
primeiras no processo de fitoextragdo (LIANG et al., 2009). Dessa maneira,
apesar de ndo apresentar teores tdo elevados de Cd ¢ Zn como T. caerulescens e
A. halleri, a espécie Gomphrena elegans é potencialmente mais eficiente no
processo de fitoextracdo, uma vez que o acimulo de Cd e Zn nessa espécie ¢
comparativamente maior (Tabela 3).

A espécie Gomphrena elegans apresentou elevada concentragdo de Cd
(>100 mg kg") e Zn (>10.000 mg kg') na parte aérea, com valores 800 vezes
maiores para Cd e 67 vezes maiores para Zn que as concentragdes normalmente
encontradas nas plantas. Além disso, essa espécie também demonstrou alta
capacidade de bioacumulac¢do de Cd e Zn na parte aérea e grande producao de
biomassa. O conjunto dessas caracteristicas permite a classificacdo dessa espécie
como hiperacumuladora de Cd e Zn, assim como sua indica¢do para programas

de fitorremediacdo de areas contaminadas com esses elementos.
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4 CONCLUSAO

A espécie Gomphrena elegans é uma fitoextratora que pode ser utilizada
em 4areas contaminadas com Cd e Zn. O conjunto das -caracteristicas
apresentadas por essa espécie permite a sua classificagdo como
hiperacumuladora de Cd e Zn. O ecoétipo 5B, devido aos elevados teores de Cd e
Zn e a sua alta producdo de biomassa na parte aérea, se destaca dentre todos os

ecotipos avaliados.
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CAPITULO 3

ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NA ESPECIE Gomphrena
elegans EM CONDICAO DE CONTAMINACAO COM CADMIO E
ZINCO
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RESUMO

As plantas submetidas a condi¢do de contaminagdo com metais pesados
sofrem uma série de alteragdes com a finalidade de suportarem esse estresse. Em
geral, espécies acumuladoras de Cd e Zn produzem enzimas antioxidantes para
prote¢do do metabolismo contra elementos que venham a ficar disponivel no
citosol da célula. Dentre as enzimas antioxidantes se destacam a catalase (CAT),
a superdxido dismutase (SOD) e a glutationa redutase (GR). O objetivo desse
trabalho foi avaliar, ao longo do tempo, a producdo dessas enzimas na espécie
Gomphrena elegans ecétipo 5B em condigdes de contaminagdo crescente
combinada de Zn+Cd. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, sendo os tratamentos constituidos de quatro doses
crescentes de Zn+Cd (16,25; 162; 325; 975 umol L', na relacdo Zn/Cd = 64) e
trés diferentes tempos (15; 30; 45 dias), com quatro repeticdes. Foram avaliados
tanto os teores de Zn e Cd, quanto a atividade das enzimas CAT, SOD e GR. Os
resultados mostraram que o aumento da concentragdo dos metais proporcionou
um aumento dos teores dos dois metais nos trés tempos estudados na parte aérea
da espécie Gomphrena elegans. A atividade da SOD e da GR aumentou com a
elevagdo da concentragdo dos metais, demonstrando a relacdo dessas enzimas
com 0 mecanismo antioxidante da espécie Gomphrena elegans. Ja a atividade da
CAT decaiu, provavelmente por essa ndo participar diretamente do sistema de
prote¢do dessa espécie. Uma vez que a GR estd diretamente relacionada a
producdo de moléculas quelantes de Cd e Zn, como as fitoquelatinas, existe uma
indicagdo de que essas moléculas participem do acumulo desses metais na
espécie Gomphrena elegans.

Palavras-chave: Fitorremediagdo. Elementos-traco. Amarantaceae.
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ABSTRACT

Plants subjected to heavy metals contamination develop a series of
defense mechanisms in order to withstand this stress. In general, Cd and Zn
accumulating species produce antioxidant enzymes that protect the plant against
metabolic alterations caused by the presence of the metal in the cell’s cytosol.
Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and glutathione reductase (GR)
are examples of such antioxidant enzymes. The aim of this study was to assess
the production over time of these enzymes in the species Gomphrena elegans,
5B ecotype, subjected to increasing and multiple contamination of Zn/Cd. The
experiment was conducted in a randomized design with treatments consisting of
four increasing doses of Zn+Cd (16,25; 162; 325; 975 umol L, with a Zn/Cd
ratio of 64) and three times — 15, 30 and 45 days — with four replications. We
evaluated dry matter production, Zn and Cd tissue concentration, as well as the
activity of the enzymes CAT, SOD, and GR. The results showed that increasing
the concentration of metals caused an increase in tissue concentrations of both
Zn and Cd in the species Gomphrena elegans at the three times studied. The
activity of SOD and GR increased with increasing concentrations of the metals,
which indicates a relationship of these enzymes with the antioxidant mechanism
of the Gomphrena elegans species. The activity of CAT decreased probably
because it does not participate directly in the protection mechanism of such
species. Since GR is directly related to the production of Cd- and Zn-chelating
molecules (e.g., phytochelatins) this might indicatethat these molecules are
associated with metal accumulation by the species Gomphrena elegans.

Keywords: Phytoremediation. Trace elements. Amarantaceae.
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1 INTRODUCAO

A contaminagdo do ambiente com elementos-traco ¢ um problema
ambiental cada vez mais relevante. Dentre as técnicas remediadoras dessa
contamina¢do destaca-se a fitorremediacdo, por apresentar resultados
satisfatdrios, além de possuir inlimeras vantagens, como o baixo custo e o fato
de ser ambientalmente correta.

Importante fonte potencial de espécies apropriadas para a
fitorremediacdo é a vegetacdo encontrada naturalmente em areas contaminadas,
pois essas plantas sdo adaptadas ao ambiente contaminado (WATANABE,
1997). Um exemplo desta situagdo € o genotipo de planta encontrado em area de
minerag¢do de calamina (minério de Zn), identificado como Gomphrena elegans
(primeiramente identificado como Pfaffia sp.) (CARNEIRO; SIQUEIRA;
MOREIRA, 2002).

Gomphrena é o género com maior nimero de espécies dentro da familia
Amarantaceae. A distribui¢do desse género, assim como da espécie Gomphrena
elegans, ¢ restrita & América do Sul tropical e subtropical, sendo encontrado na
Argentina, Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil (CARNEIRO; IRGANG, 2005). A
ocorréncia frequente dessa espécie abrange cerrados, campos rupestres,
caatingas, vazantes e¢ vegetacdo ciliar (LEITE, 2009; MUSSURY et al., 2006).
Os principais estudos dessa espécie sdo relacionados as suas caracteristicas
medicinais e antimicrobianas, € os relativos ao acumulo e a tolerancia de metais
sdo, até entdo, inexistentes na literatura (MUSSURY et al., 2008; SCHNEIDER
et al., 2008).

Além da identificagdo das espécies, € necessario melhor conhecimento e
entendimento dos mecanismos de absor¢do, transporte ¢ acimulo dos metais nas
plantas, o que implica em melhor desempenho da técnica de fitorremediagdo. O

conhecimento da interacdo metal-planta ¢ importante para a seguranga do
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ambiente e também para a reducdo dos riscos associados com a introdugido dos
elementos-traco na cadeia alimentar (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO,
2005).

Para que a técnica de fitorremediagdo seja otimizada e utilizada com
elevada eficiéncia, a investigacdo dos mecanismos responsaveis pela tolerancia e
hiperacumulagdo ¢ fundamental e deve ser realizada utilizando como modelo
espécies naturalmente hiperacumuladoras (CHAO et al., 2008; JIN, X. et al.,
2008).

O cadmio ¢ um elemento ndo essencial as plantas e, geralmente, ocorre
em ambientes naturais como um metal acompanhante em minerais ricos em Zn e
Pb (BAKER et al., 1990). Devido a sua longa meia vida biologica, ¢ considerado
um elemento com alta de toxidez as plantas. Os efeitos de fitotoxidade do Cd
estdo relacionados a clorose, inibicdo do crescimento, desbalanco hidrico,
deficiéncia de nutrientes como fosforo e nitrogénio, assim como aceleracao da
senescéncia (IQBAL et al., 2010; MISHRA et al., 2006). Nas plantas, o Cd
interfere e interage com a fotossintese, a respiracdo e o metabolismo dos
nutrientes, interferindo em processos fisiolégicos e moleculares (XU et al.,
2010). De acordo com Ying et al. (2010), o Cd tem se mostrado um dos
inibidores mais efetivos da atividade fotossintética, o que pode ser relacionado a
sua atividade em interromper a biossintese dos pigmentos fotossintéticos.

Em contrapartida, o zinco, que ¢ um elemento essencial, pode ser
fitotoxico, dependendo da sua concentracdo disponivel. Esse elemento atua
como cofator em processos de catalises enzimaticas e ¢ importante durante a
reducdo e o fluxo de elétrons, principalmente nas desidrogenases, proteinases e
peptidases. Sua atuacdo esta relacionada, principalmente, a sintese de proteinas e
carboidratos ¢ no metabolismo dos acidos nucleicos e lipideos (RADIC et al.,
2010). Entretanto, o acumulo desse elemento em altas concentragdes ou

distribuigdo irregular pode levar a distirbios celulares. Os principais sintomas de
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toxidez do zinco sdo a clorose em folhas mais novas ¢ a inibi¢ao da elongagéo
do sistema radicular (LYUBENOVA et al., 2009).

Para superar o estresse causado pela toxidez de Cd e Zn, as plantas
desenvolveram diferentes mecanismos de defesa como a ligacdo desses a parede
celular, a diminuicdo do transporte através da membrana plasmatica, a
compartimentalizacgio no vactolo e a quelagdo em d4cidos organicos,
aminodacidos, proteinas, fitoquelatinas e metalotioneinas (NOUAIRI et al.,
2009). Entretanto, em altas concentracdes, os metais pesados levam ao estresse
oxidativo, induzindo a produg¢do de radicais de oxigénio (JIN, X. F. et al., 2008;
LYUBENOVA et al., 2009).

As espécie reativas de oxigé€nio (EROs) estdo envolvidas com respostas
a estresse bidticos e abioticos, sendo a alta reatividade dessas moléculas devido
a um par de elétrons ndo pareados que essas possuem (GZYL; RYMER;
GWOZDZ, 2009). Quando esse grupo de moléculas nio é adequadamente
removido da célula, ocorre um estresse oxidativo (YADAYV, 2010). A produgdo
das espécies reativas de oxigénio (EROS) envolve radical superéxido (O,),
radical hidroxila (OH"), oxigénio singleto ('O,) e peréxido de hidrogénio (H,0,)
(GZYL; RYMER; GWOZDZ, 2009; ODJEGBA; FASIDI, 2007). As EROs séo
produzidas diretamente por meio da transferéncia de elétrons envolvendo metais
catidnicos, assim como em consequéncia da inibicdo de reagdes metabdlicas
(FARSHIAN; KHARA; MALEKZADEH, 2007). A maioria dos
compartimentos celulares tem potencial de produgdo dessas moléculas
(ODJEGBA; FASIDI, 2007).

As espécies toxicas derivadas do oxigénio sdo altamente citotoxicas e
podem provocar, por meio dos danos oxidativos, varios distirbios no
metabolismo, podendo causar danos diretos aos lipideos, oxidacdo e
modificagdo de aminoacidos e proteinas, ¢ impedir a replicacdo e o reparo do

DNA. Além disso, sdo altamente destrutivas para as membranas celulares
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(ODJEGBA; FASIDI, 2007; RADIC et al., 2010; SAFFAR; NAJJAR;
MIANABADI, 2009; YADAYV, 2010). De acordo com Chaoui et al. (1997), um
dos principais danos causados por essas espécies ¢ causado pela peroxidacao nas
membranas lipidicas, que leva ao aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica e ndo permite a regulacdo correta das trocas ionicas, levando a morte
celular. Tanto a presenga do Cd como do Zn em elevadas concentracdes pode
levar a producdo de EROs (NOUAIRI et al., 2009; RADIC et al., 2010) .

Para reduzir esses danos, as plantas desenvolveram dois sistemas
antioxidantes de defesa e protecio (ODJEGBA; FASIDI, 2007). Esses
mecanismos permitem, de maneira eficiente, o controle das EROs, evitando a
produgdo e degradando essas moléculas (LYUBENOVA et al., 2009; NOUAIRI
et al., 2009; SCHICKLER; CASPI, 1999). O mecanismo antioxidante nao
enzimatico envolve moléculas de baixo peso molecular, como ascorbato,
glutationa, prolina e carotenoides. Ja o sistema antioxidante enzimatico inclui
enzimas como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
redutase (GR), peroxidase (POD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
peroxidade (GPX) (FARSHIAN; KHARA; MALEKZADEH, 2007; RADIC et
al., 2010). O ciclo das enzimas antioxidantes envolve, principalmente,
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos, glioxissomos e membrana plasmatica
(SHI et al., 2010).

A SOD ¢ responsavel pela conversao do O, em H,O, ou O, e ¢
considerada a primeira enzima de defesa a atuar contra as EROs. O perdxido de
hidrogénio produzido ¢ facilmente difundido, mas téxico a célula, sendo entdo
degradado por CAT, GPX ¢ APX (LYUBENOVA et al., 2009). Trés tipos de
isoformas dessa enzima sdo encontrados nas plantas, os quais se distinguem
pelos diferentes cofatores (Mn, Fe e Cu/Zn). O Mn atua em mitocondrias e
peroxissomos, Fe em cloroplastos e Cu/Zn no citosol, peroxissomos e

cloroplastos. A resposta da SOD a metais varia com a espécie, o tecido, o tipo de
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metal, a concentragio e o tempo de exposicio (GRATAO et al, 2005;
LYUBENOVA et al., 2009).

A CAT metabolisa o H,O, em H,O e O,. Essa enzima é naturalmente
expressa pelas plantas durante o ciclo da beta-oxidagdo e para catalisar o H,O,
produzido no peroxissomo durante a fotorespiragio (GRATAO et al., 2005).

A GR ¢ classificada como uma flavoproteina e catalisa a redugdo da
GSSG (glutationa na forma oxidada) em GSH (glutationa na forma reduzida),
reacdo dependente do NADPH. O envolvimento dessa enzima na defesa contra
estresse oxidativo esta relacionado a importante manutengdo da taxa GSH/GSSG
elevada, uma vez que a GSH tem papel fundamental no metabolismo de metais
pesados nos vegetais (NOUAIRI et al., 2009; SCHICKLER; CASPI, 1999). A
maioria dos trabalhos tem mostrado que a concentracdo da GR aumenta na
presencga do Cd e Zn como forma de defesa (GRATAO et al., 2005).

As espécies hiperacumuladoras, mesmo em altas concentracdes de
elementos-traco, mantém seu sistema antioxidante ativo, o que as protege de
possiveis danos causados por elementos que podem estar disponiveis em suas
formas idnicas (SUN; JIN; ZHOU, 2010). Consequentemente, o aumento das
doses de elemento-traco promove o aumento da atividade de pelo menos uma
enzima antioxidante, o que ndo ocorre em espécies ndao acumuladoras
(WOICIK; SKORZYNSKA-POLIT; TUKIENDOREF, 2006).

Diante do conhecimento do potencial fitorremediador da espécie
Gomphrena elegans e da inexisténcia de estudos relacionados aos mecanismos
de tolerancia e acimulo de elementos-trago por essa espécie, o presente trabalho
foi realizado com o objetivo de produzir enzimas antioxidantes, em diferentes
periodos, na espécie Gomphrena elegans, crescida em solugdo nutritiva com

concentragdes crescentes e combinadas dos elementos Cd e Zn.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das plantas

O local escolhido para a coleta das plantas matrizes de Gomphrena
elegans foi a area de rejeito da Companhia Mineira de Metais (CMM),
localizada na cidade de Vazante, noroeste do estado de Minas Gerais.
Inicialmente, foi determinado, dentre os individuos coletados, o melhor ecétipo
a ser estudado, visando a aplicagdo em técnicas de fitorremediagdo. De acordo
com os resultados encontrados, foi escolhido o ecétipo denominado 5B (posigdo

da coleta -S1758013 W4651818).

2.2 Propagacao

A planta matriz de Gomphrena elegans, ecotipo 5B foi multiplicada por
meio da técnica de micropropagagdo no Laboratorio de Cultura de Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. Foram
utilizadas como explantes gemas novas apicais e laterais. O processo de assepsia
foi de 10 minutos em agua corrente, seguido por imersdo sob agitagdo em
hipoclorito de sodio (40%) mais Tween-20, durante 15 minutos. Ao final, foram
realizados cinco enxagues com agua destilada autoclavada, dentro de um fluxo
laminar. Os explantes foram inoculadas 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 pmol m?s'e

temperatura de 26+1°C. A aclimatizagdo das plantulas foi realizada em bandejas
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de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax, por um periodo

de duas semanas.

2.3 Conducéo experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo, no Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com solucgdo
nutritiva em sistema hidropdnico, sob aeracdo constante. As plantulas
permaneceram em solu¢do de Clark, para adaptagdo, por trés semanas, com
concentragdes crescentes correspondentes a 25%, 50% e 100% da forga idnica.
A solugdo nutritiva de Clark (1975) contém: 7,26 mmol L' N — NO;7; 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 mmol L S; 7,0 umol L' Mn; 2 pmol L Zn; 0,5 pmol L™ Cu; 19
umol L™ B; 0,60 pmol L™ Mo e 38 pmol L™ Fe complexado com Na,-EDTA. As
solugdes foram trocadas semanalmente, renovando a contaminacdo com Zn/Cd e
o pH da solugio 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 3 x 4, sendo trés periodos (15, 30 e 45 dias) e 4
concentragdes crescentes de Cd e Zn. Como na area estudada existe a presenga
de contaminagdo multipla, as concentracdes estabelecidas foram baseadas na
soma das concentragdes de Zn e Cd, seguindo-se uma razdo Zn/Cd, em
molaridade, de 64. As doses foram 16,25 umol L! (16,0 Zn ¢ 0,25 Cd); 162,5
umol L™ (160 Zn e 2,5 Cd); 325 pmol L™ (320 Zn e 5 Cd) ¢ 975 umol L™ (960
Zn e 15 Cd), definidas de acordo com os resultados encontrados no capitulo 1,
estabelecendo como maior dose aquela na qual as plantas ndo apresentaram
sintomas de toxidez. As fontes dos sais foram ZnSO4 e Cd SO,4. Os tratamentos

resultaram da combinag@o dos trés periodos com as quatro doses, num total de
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12 tratamentos com 4 repeticdes, totalizando 48 parcelas. Os vasos utilizados
tinham capacidade de 1,7 L e continham uma tinica planta.

As plantas foram coletadas com 15, 30 e 45 dias de exposi¢do as doses
de Cd e Zn, periodo no qual foi observada a ocorréncia de eventuais sintomas de
toxidez e os efeitos no crescimento das plantas. Ao final de cada periodo, as
plantas foram colhidas e parte aérea (folha e caule) e raizes foram separadas. A
parte aérea foi lavada em dgua deionizada e as raizes foram imersas em solucao
de acido cloridrico 10% (v/v) por um minuto e, em seguida, enxaguadas em
agua deionizada. Em seguida, ambas as partes foram secas em estufa, a
temperatura entre 65° ¢ 75°C, até atingir massa constante. O peso da matéria
seca foi determinado em balanga de precisdo (0,01 g) e, em seguida, a matéria
seca foi moida em moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38

mm, para ser analisada quimicamente.

2.4 Anélise do cadmio e do zinco

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 HNO; concentrado, em forno de micro-ondas, com tubos
de Teflon® PTFE, a pressdo 0,76 MPa, por dez minutos. A temperatura
alcangada a pressdo de 0,76 MPa ¢ de, aproximadamente, 175°C. Apds a
digestdo, o extrato foi filtrado e seu volume completado até 20 mL com 4gua
destilada. A partir dos extratos, foram determinados os teores de cadmio e zinco
por espectrofotometria de absorg¢do atomica, utilizando 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 absorgdo

atdmica com atomizador tipo chama.
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O controle e a garantia da qualidade dos resultados das analises de Cd e
Zn foram assegurados pelo uso de material de referéncia BCR Lichen
proveniente do Institute for Reference Material and Measurements - European
Commission (IRMM) em cada bateria de analise, bem como de uma amostra em
branco. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com recuperagdo de 75% a
93% para Cd e 70% a 73% para Zn.

O actmulo de Cd e Zn por planta foi calculado por meio da
multiplicagdo da matéria seca produzida na parte aérea pela concentracdo do

elemento no tecido vegetal.

2.5 Anélises enzimaticas

Ao final de cada periodo, uma amostra de duas folhas medianas, por
repeticdo, foi coletada para extragdo enzimatica. Imediatamente apds a coleta,
cada amostra foi condicionada em papel aluminio, mergulhada em nitrogénio

liquido e, posteriormente, armazenada a -80°C, até as analises.

2.5.1 Obtencao do extrato enzimatico

Trezentos miligramas de tecido foliar foram macerados em nitrogénio
liquido, com 50% de polivinilpolipirrolidona (PVPP), seguido da adi¢do de 1,5
mL do seguinte tampdo de extragdo: tampdo fosfato de potassio 100 mmol L™
(pH 7) EDTA 100 mmol L™, DTT 500 mmol L', PMSF 100 mmol L™ ¢ 4cido
ascorbico 10 mmol L. Apds a centrifugagdo a 12.000 RPM, por 30 minutos, a
4°C, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C, no periodo das analises.
Os sobrenadantes coletados foram utilizados para as analises enzimaticas da

dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e glutationa redutase (GR).
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2.5.2 Determinacao da atividade da SOD

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredug@o do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis ¢ Ries
(1977). O meio de reagdo adicionado ao extrato enzimatico ¢ composto por:
tampdo fosfato de potassio 50 mmol L (pH 7,8) metionina 14 mmol L', EDTA
0,1 umol L, NBT 75 pumol L™ e riboflavina 2 pmol L™. Os tubos contendo o
meio de incubagdo mais amostra foram iluminados com lampada fluorescente de
20 W, por 10 minutos. Foi utilizado o mesmo meio de reagcdo sem a amostra
como controle. As leituras foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi
feito com a seguinte equagao:

% de inibicdo = (Ass amostra com extrato enzimatico — Asg controle
sem enzima)/(Ase controle sem enzima) x 100.

Uma unidade da SOD corresponde & quantidade de enzima capaz de

inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢gdes do ensaio.

2.5.3 Determinacao da atividade da CAT

A CAT foi determinada segundo descrito por Havir e McHale (1987),
em que uma aliquota do extrato enzimatico foi adicionada ao meio de reagdo
contendo fosfato de potassio 200 mmol L™ (pH 7,0) e perdxido de hidrogénio
12,5 mmol L™, incubado a 28°C. A atividade desta enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos,

monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio.
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2.5.4 Determinacao da atividade da GR

A atividade da GR foi determinada de acordo com o método
estabelecido por Cakmak, Strabac e Marschner (1993), por meio do
monitoramento da taxa de oxidagdo do NADPH pelo decréscimo na absorbancia
a 340 nm, a cada 15 segundos, durante 3 minutos. O meio de reagdo a 28°C foi
constituido por fosfato de potassio 50 mmol L (pH 7,8), glutationa oxidada 1
mmol L' e NAPH 0,075 umol L™

2.6 Andlises estatisticas

Os resultados da produgdo de matéria seca e as concentracdes de Cd e
Zn na parte aérea e raizes foram submetidos a analise de variancia, por meio do
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003). As equacdes de regressao
foram determinadas pelo melhor ajuste, pelo programa Table Curve 2D for

Windows v. 5.01 (SYSTAT Software Inc),

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producéo da matéria seca

As plantas de Gomphrena elegans expostas as doses crescentes de Cd e
Zn na solugdo apresentaram sintomas de toxidez, apenas na maior dose
estudada, sendo caracterizada por uma clorose generalizada, pouco acentuada
(Figura 1). A producdo de matéria seca da espécie Gomphrena elegans, como
era esperado, foi maior no tempo de 45 dias (Grafico 1). Nas quatro doses
estudadas, independentemente do tempo, o crescimento da biomassa da parte

aérea superou o crescimento da raiz (Grafico 1).
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Figura 1 Crescimento da parte aérea e raizes de Gomphrena elegans, nos trés
tempos A (15dias), B (30 dias) e C (45 dias). Controle (a esquerda) e
maior dose de Zn/Cd (a direita). Ultima foto a direita (D) detalhe do
sintoma de clorose nas folhas

Em todos os trés tempos estudados, ndo houve um decréscimo relevante
da maior dose comparada com o controle, o que demonstra a tolerdncia dessa
espécie a condicdo de contaminagdo com Cd e Zn (Gréafico 1). Comparada com
outras espécies hiperacumuladoras, que, em geral, apresentam de 3 a 5 g de
matéria seca por planta, a espécie Gomphrena elegans pode ser classificada
como uma herbacea com elevada producdo de biomassa, uma vez que a

produgdo da parte aérea na maior dose foi superior a 8 g (Grafico 1).
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3.2 Concentracéo e contetdo de Cd e Zn na planta

Os teores de Cd e Zn, tanto na parte aérea como na raiz, aumentaram
com a elevagdo das doses e do tempo (Grafico 2). O teor de Zn na parte aérea
aumentou, em média, 4.000 mg kg'1 com o aumento das doses, tendo o teor
maximo encontrado sido de 5.572 mg kg, correspondente a maior dose no
tempo de 45 dias. J4 o teor de Cd na parte aérea teve um aumento de 127 mg kg’
! em média, devido a elevagdo das doses e o maior teor encontrado corresponde
a 166 mg kg'. Os valores encontrados permitem classificar essa espécie como
hiperacumuladora de Cd e Zn, sustentando o emprego da mesma para
fitorremediar areas contaminadas. Em todas as concentracdes de metais
adicionadas, as concentragdes de Cd e Zn na raiz foram maiores que na parte
aérea. Uma vez que o aumento nas doses de Zn nao proporcionou o decréscimo
do teor de Cd, pode-se afirmar que, possivelmente, esses elementos possuam
mecanismos de absorcdo distintos e ndo competem pelo mesmo sitio de
transporte.

O acréscimo de Cd e Zn na solucdo proporcionou um maior acumulo
desses elementos nas plantas (Grafico 3). Apesar de a produgdo da matéria seca
ter variado pouco, o contetido de Cd e Zn aumentou em fungdo do incremento da
concentragdo desses elementos nas plantas. Os resultados encontrados para o
acimulo corroboram com os determinados para os teores. Os dois pardmetros
sdo muito importantes para avaliar o potencial de hiperacumulacdo da planta

para que essa seja utilizada na fitorremediagao (YANG et al., 2002).
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3.3 Atividade das enzimas antioxidantes

A SOD, primeira enzima antioxidante a atuar promovendo dismutacao
do radical superoxido (O,) a hidréxido de hidrogénio (H,O,), apresentou
pequena variacdo em funcdo das doses de Zn/Cd, nos tempos de 15 e 45 dias,
com o aumento das doses dos metais. Entretanto, no tempo de 30 dias houve um
aumento da produgdo dessa enzima, em fungdo das concentragdes de Zn/Cd
(Gréafico 4). O comportamento da atividade dessa enzima também foi avaliado
por Scebba et al. (2006), Schickler e Caspi (1999) e Wojcik, Skorzynska-Polit e
Tukiendorf (2006), os quais estudaram, respectivamente, as espécie Miscanthus
sinensis, Alyssum maritimum e Thlaspi caerulescens, em doses crescentes de Cd

e Zn.
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Grafico 4 Atividade da SOD na parte aérea de Gomphrena elegans cultivada
em solucdo nutritiva sob doses crescentes de Zn/Cd
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A atividade da enzima CAT decresceu com o aumento das doses de Zn/Cd,
para os tempos de 15 e 30 dias. Para o tempo de 45 dias, nas doses de 162,5 e
325 umol L', houve um aumento para depois decrescer (Grafico 5).
Possivelmente, essa enzima ndo ¢ a principal via de degradacdo do H,O,,
produto toxico resultante da atividade da SOD. Outra via de defesa contra essa
espécie reativa de oxigénio ¢ a enzima APX, que pode estar sendo utilizada
nessa situagdo. Na literatura, sdo encontradas espécies que aumentam a atividade
dessa enzima, que as mantém constante ou que diminuem na presenca de metais
(GRATAO et al., 2005).
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Grafico 5 Atividade da CAT em doses crescentes de Zn/Cd na parte aérea de
Gomphrena elegans
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Entretanto, em estudos com outras espécies hiperacumuladoras de Cd e
Zn, como Sedum alfredii e Thlaspi caerulescens, foram obtidos resultados
semelhantes aos aqui encontrados para o comportamento da CAT na parte aérea
(JIN, X. F. et al., 2008; WOIJCIK; SKORZYNSKA-POLIT; TUKIENDOREF,
2006).

A enzima GR, responsavel pela taxa GSH/GSSG na célula, apresentou
um aumento acentuado da sua atividade no tempo de 30 e 45 dias, com a
elevacdo das doses dos metais na solugdo. Aos 15 dias houve diminui¢do da

atividade da GR (Grafico 6).
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Grafico 6 Atividade da GR em doses crescentes de Zn/Cd na parte
aérea de Gomphrena elegans
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O aumento da atividade da GR, juntamente a diminui¢do da CAT e
possivel aumento da enzima APX, pode ser justificado pela rota metabdlica de
producdo das enzimas antioxidantes, em que as enzimas GR e APX sdo

diretamente dependentes (Figura 2).
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Figura 2 Rota das principais enzimas antioxidadntes (GR, APX, SOD e
CAT). (Adaptado de GRATAO et al., 2005)

Como consequéncia do comportamento da atividade enzimatica da GR e
com base na fun¢do exercida pela mesma, € possivel afirmar que ocorreu um
aumento da producdo de GSH dentro da célula nas condi¢des apresentadas. Esse
resultado sugere que um dos mecanismos relacionados ao acimulo de Cd ¢ Zn
na espécie Gomphrena elegans esteja relacionado a disponibilidade da GSH,

como, por exemplo, por meio da complexacdo desses metais com quelantes,
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como as fitoquelatinas (FORNAZIER et al., 2002). As fitoquelatinas contribuem
para a ligagcdo do metal, reduzindo sua concentracdo livre no citosol, limitando
sua reatividade e solubilidade. A sintese dessas moléculas ¢ catalisada pela
enzima fitoquelatina sintase e tem como substrato o tripeptideo glutationa (GSH;
Glu-Cys-Gly) (PAL; RAI, 2009). Outras espécies hiperacumuladoras de Cd ¢ Zn
também aumentam a producdo de GSH na presenca de doses crescentes desses
elementos (CHAO et al., 2008).

Embora as espécies hiperacumuladoras possuam mecanismos
fisiologicos relacionados ao acumulo de metais que ndo permitem a permanéncia
desses elementos quimicamente livres no citosol, a producdo das enzimas
antioxidantes nessas espécies demonstra a eficiéncia das mesmas em neutralizar
o efeito do metal que inevitavelmente venha a ficar livre no citosol.
Consequentemente, a atividade dessas enzimas ¢é essencial em espécies
hiperacumuladoras. Entretanto, a atuacdo dessas ocorre de maneira distinta,
dependendo da espécie estudada, dos elementos, bem como de suas

concentragdes e do tempo de exposicio (GRATAO et al., 2005).
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4 CONCLUSAO

A espécie Gomphrena elegans utiliza o sistema enzimatico antioxidante
para acumulo e tolerancia dos elementos Cd e Zn. Dentre as enzimas
antioxidantes se destaca a atividade da superéxido dismutase e da glutationa

redutase.
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