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RESUMO GERAL

BORIN, Ana Luiza Dias Coelho. Fitorremediacdo de cadmio e zinco por
Amaranthaceae. 2010. 169 p. Tese (Doutorado em Ciéncia do Solo) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

Resultado das atividades humanas, como a mineragdo, por exemplo, a
poluicdo por metais pesados tem se tornado um dos mais sérios problemas
ambientais atualmente. A fitorremediacdo, uma técnica emergente de baixo
custo que usa a habilidade de plantas em concentrar ou tolerar metais pesados,
pode ser usada para remediar areas contaminadas. Nestas areas impactadas
negativamente pela atividade de mineragdo, podem ser encontradas espécies
apropriadas para a fitorremediag@o. Os objetivos deste trabalho foram: i) coletar,
selecionar e caracterizar espécie nativa comumente encontrada em darea de
mineragdo de zinco; ii) avaliar os efeitos do Cd e Zn no desenvolvimento das
plantas iii) avaliar o potencial fitoextrator de Cd e Zn desta espécie em
concentragdes crescentes destes elementos em solugdo nutritiva; e iv) investigar
os efeitos da interacdo Cd-Zn sobre o crescimento, absor¢do de nutrientes e
potencial fitoextrator desta espécie. O estudo foi conduzido em casa de
vegetacdo da Universidade de Lavras, Brasil. As plantas foram cultivadas em
vasos com solugdo de Clark com concentragdes crescentes de Cd e Zn. Apds 42
dias, as raizes e parte aérea foram coletadas e obtidas as massas da matéria seca
e a concentragdo de Cd e Zn da planta. Os resultados mostraram que
concentracdes de até 50 pmol L' de Cd e 300 pumol L' de Zn na solugio
nutritiva ndo afetaram o crescimento da Amaranthaceae. A concentragdo de Cd
na parte aérea alcangou 100 mg kg™ de Cd na solugdo, enquanto para Zn o teor
maximo na parte aérea foi de 1.322 mg kg em 300umol L' de Zn na solugio.
Os resultados evidenciam que Alternanthera sp. ¢ uma planta hiperacumuladora
de Cd e indicadora de Zn, apresentando potencial para ser usada em programas
de fitorremediacdo de areas contaminadas com esses elementos.

! Comité Orientador: Luiz Roberto Guimardes Guilherme — UFLA (Orientador) e
Claudio Roberto Fonseca Sousa Soares - UFLA



GENERAL ABSTRACT

BORIN, Ana Luiza Dias Coelho. Cadmium and zinc phytoremediation by
Amaranthaceae. 2010. 169 p. Thesis (Ph.D. in Soil Science) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras.'

As a result of human activities such as mining, heavy metal pollution
has become one of the most serious environmental problems today. The
Phytoremediation is a cost-effective, non-intrusive, and aesthetically pleasing
technique that uses the remarkable ability of plants to tolerate and concentrate
toxic elements in order to rectify metal contaminated soils. Species suggested for
phytoremediation purposes can be found in areas contaminated by mining
activities. The objectives of this study were: 1) to find, select and characterize a
native plant commonly found in zinc mining area; ii) study the effects of Cd and
Zn on plant development iii) evaluate the plant phytoextration potential for
increasing concentrations of the cadmium (Cd) and zinc (Zn) nutrient solution
and iv) investigate the effects of Cd-Zn interaction on growth, nutrient uptake
and the plant phytoextration potential for Cd and Zn. Greenhouse experiments
were conducted at the Federal University of Lavras, Brazil. The plants grew in
pots containing a nutrient solution amended with increasing concentrations of
Cd and Zn. Upon 42 days, the shoot and the root system were collected, then
obtaining the dry matter as well as measuring the cadmium and zinc
concentration. The results showed that concentrations up to 50 umol L™ of Cd
and 300umol L of Zn in nutrient solution did not affect the Amaranthaceae
growth. The Cd concentration in shoots reached 100 mg kg™ at 25 umol L™ Cd
solution, while the Zn maximum concentration in shoots was 1322 mg kg™ at
300 umol L™ Cd solution. These results indicate that Alternanthera sp. is a Cd
hyper accumulating plant and a Zn indicator, with potential use in
phytoremediation programs of soils contaminated by these trace elements.

! Guidance committee: Luiz Roberto Guimardes Guilherme — UFLA (Advisor) and
Cléaudio Roberto Fonseca Sousa Soares — UFLA
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INTRODUCAO GERAL

As principais fontes antropicas de contaminacdo ambiental por
elementos-traco sdo os fertilizantes, pesticidas, agua de irrigagdo contaminada,
combustdo de carvao mineral e 6leo, gases emitidos por veiculos a combustao,
incineracdo de residuos urbanos e industriais, industrias de mineragao, fundi¢do
e refinamento (Guilherme et al., 2005).

As atividades de mineragdo sdo de fundamental importancia para
obtencao de materiais necessarios para a fabrica¢@o de bens indispensaveis para
o homem. Muitos sdo os beneficios que estas trazem para sociedade e para o
desenvolvimento do pais. A mineragdo e fundicdo de bens metéalicos sempre
exerceram um papel importante para o desenvolvimento da maior parte das
sociedades e civilizagdes. Contudo, podem causar impactos ambientais
negativos, comprometendo os ecossistemas, a satide da populacdo e a vida das
geragdes futuras.

Isso ocorre, pois 0 homem ao extrair ou beneficiar os bens minerais,
também produz efeitos adversos ao ambiente, como: modificagdo do perfil do
solo, lavra a céu aberto, contaminacdo de rios, solos, ar e plantas por
contaminantes presentes no material de origem da rocha, geragcdo de drenagem
acida de mina, dentre outros. As areas de exploragdo de metais sdo
drasticamente alteradas pelas atividades promovidas pela a¢cdo do homem, sendo
que ao final destas, o local alterado jamais retornard ao equilibrio que um dia
esteve.

Conforme Saison et al. (2004) aproximadamente 23 milhdes de hectares
de solo estdo contaminados no mundo. Grandes areas de solos agricolas
encontram-se contaminadas com metais pesados nos Estados Unidos e,

especialmente, na Europa, onde o aumento das areas contaminadas sem



tratamento pode representar perdas significativas na producdo de alimentos, em
um futuro préoximo (Kos & Lestan, 2003). No Brasil, ndo existem estatisticas da
extensao de contaminagdo, mas sabe-se que esta ocorre em todo o territdrio
nacional (Accioly & Siqueira, 2000).

Provavelmente, boa parte desses locais contaminados encontra-se em
areas de minera¢do cuja atividade tem grande importancia para a economia
brasileira. Minas Gerais € o estado que se destaca, pois det€ém 92% das reservas
brasileiras de zinco (Zn), sendo responsavel por praticamente 100% da produgao
nacional (Bigarelli & Alves, 1998). Uma das empresas produtoras ¢ a
Companhia Mineira de Metais (CMN), com atividade de mineracdo localizada
em Vazante — MG. A mina localizada nesse municipio possui reservas de cerca
de dois milhdes de megagramas de Zn contido. E a maior jazida brasileira de
minério de zinco, com uma produgdo de 133,7 mil megagramas por ano de
concentrado silicatado ou carbonado. O processamento do minério ¢ realizado
em Trés Marias — MG, sendo os rejeitos da industria depositados no entorno do
complexo industrial.

O minério de zinco, ou calamina, contém diferentes eclementos
contaminantes, como chumbo (Pb), cobre (Cu), cadmio (Cd) e outros, sendo
esse ultimo o mais intimamente relacionado ao Zn. Estudos em locais préximos
a complexos industriais e de refino de minério indicam concentrac¢des elevadas
destes metais pesados no solo, os quais podem afetar a funcionalidade, a
biodiversidade e a sustentabilidade dos ecossistemas, causando danos, as vezes
irreversiveis as propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). Esses elementos sdo expostos a superficie do solo
sofrendo alteragdes de forma e/ou sendo disseminado em alguns meios (i.e.
agua, ar) entrando na cadeia trofica.

Para os organismos, alguns metais pesados sdo essenciais, no entanto

podem ser toxicos quando as concentragdes nas células excedem os limites



toleraveis. A toxicidade pode ocorrer em diferentes niveis: rotas bioquimicas
(respiragdo e fotossintese), integridade de macromoléculas (DNA e proteinas),
caracteristicas genéticas (metagénese) e biologia celular (carcinogénese) (Torres
& Johnson, 2001).

Por exemplo, o Zn que ¢ um micronutriente essencial para os
organismos, em altas concentragdes, pode induzir fitotoxidez e retardar o
crescimento das plantas (Marschner, 1995; Mendelssohn et al., 2001; Ait Ali et
al., 2002).

Outro grande problema relacionado a contaminagao por metais pesados €
a sua alta persisténcia no ambiente, pois tendem a se acumular apresentando
perigo para humanos e animais.

O tempo de permanéncia de cadmio (Cd) no solo excede milhares de
anos (Alloway, 1993). Infelizmente, o Cd é um metal pesado altamente toxico
para plantas, animais e para o homem. A contaminagdo com Cd ¢ especialmente
importante quando o solo ¢ utilizado para fins agricolas, uma vez que o Cd ¢
facilmente transferido do solo para as plantas, entrando na cadeia trofica (Jarup,
2003). O Cd acumula em animais, principalmente nos rins, figado e 6rgaos
reprodutivos. Elevados niveis de Cd em humanos causam danos no figado e
baixos niveis na dieta estdo relacionados a disfuncdes renais. Uma doenga
associada a exposi¢do ao Cd ¢é enfisema pulmonar ¢ a notdria doenga Itai-Itai
(Yeung & Hsu, 2005). Esta doenca resulta em dolorida desmineralizagdo de
ossos (osteoporose) porque o Cd ocupa o lugar do calcio nos 0ssos.

A contaminag¢do com Cd tem ocorrido no mundo todo (Kirkham, 2006).
Pesquisas realizadas nos ultimos 40 anos t€ém demonstrado a relagdo entre o
consumo em longo prazo de arroz contaminado com Cd e doengas humanas,
principalmente no Japdo, China e Tailandia (Phaenark et al., 2009). S6 no Japao,
a contaminacdo com Cd foi responsavel por mais de 100 mortes no periodo de

1922 a 1965 (Yeung & Hsu, 2005).



Portanto, estudos de medidas mitigadoras de contaminagdo do solo por
metais pesados e praticas de convivéncia, tais como selecdo de plantas
tolerantes, podem apontar importantes contribuicdes para resolucdo do
problema.

Os métodos correntes de remediacdo de solos incluem remocgdo, lavagem
do solo e estabilizagao fisica. Todos esses métodos possuem como desvantagem
o alto custo (Tu & Ma, 2002; Wei et al., 2005). Consequentemente, eles
precisam ser substituidos por métodos com custos mais baixos e menos
agressivos ao ambiente.

A fitorremediagdo ¢ uma técnica emergente para descontaminacdo
ambiental (Lindblom et al., 2006), de baixo custo ¢ que gera o minimo de
perturbacdo ao solo quando comparado com outras técnicas (Henry, 2000).
Consiste no uso de plantas e/ou microbiota associada para remover, imobilizar
ou tornar os contaminantes inofensivos ao ecossistema. Esta técnica apresenta
inimeras vantagens, dada a sua natureza permanente, combinada aos baixos
custos de manutengdo, a protecdo contra a erosao edlica e hidrica, & melhoria na
estrutura do solo, ao aumento da fertilidade do solo e a recuperacdo da estética
das areas contaminadas (Raskin & Ensley, 2000).

Devido ao custo relativamente baixo, a fitorremediacdo comporta-se
como uma atrativa op¢ao para a despoluicdo de solos com elementos-trago,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde financiamentos para
recuperacdo ambiental sdo escassos (Nascimento & Xing, 2006). Accioly &
Siqueira (2000) acreditam que a fitorremediagdo € uma pratica promissora, com
mercado garantido no pais, se for considerada a existéncia de inumeras e
extensas areas contaminadas, particularmente com elementos-trago.

A fitorremediacdo prevé varios mecanismos de descontaminag¢do sendo
que para areas contaminadas com metais pesados, destaca-se a fitoestabilizagdo

e a fitoextragdo. A fitoestabilizagdo visa reduzir o potencial de dano ao



ambiente, pela reducdo da mobilidade e disponibilidade do contaminante no
solo, sendo as plantas, neste caso, escolhidas por tolerar as condi¢des da area,
controlar a erosdo e a lixiviagdo e evitar a translocagdo do contaminante para a
parte aérea.

Na fitoextracdo, as plantas agem removendo, armazenando, transferindo
e tornando inofensivos os metais pesados presentes no solo. Essas plantas sdo
capazes de tolerar, absorver e translocar altos niveis de elementos-trago que
seriam toxicos a qualquer outro organismo (Khan et al., 2000). Desta forma, a
fitoextracdo compreende a extragdo de poluentes do solo e seu posterior
acumulo em tecidos de plantas denominadas acumuladoras. A colheita da planta
contendo o poluente acumulado em seus tecidos ¢ necessaria € o material
colhido pode ser utilizado para propositos ndo-alimentares. No caso de metais
pesados, quando a maior parte do metal estiver localizada na parte aérea das
plantas, a colheita podera ser realizada pelos métodos tradicionais de
agricultura. Em geral, é necessario colher as plantas antes da queda das folhas,
ou antes da sua morte ¢ decomposicdo para que os contaminantes nao se
dispersem ou retornem ao solo. Apds a colheita, a biomassa das plantas
fitoextratoras devera ser processada para extragdo e recolhimento da maior parte
dos metais. Se forem solos contendo niquel (Ni), Zn ou Cu, o valor do metal
extraido pode incentivar a fitoextragdo. O volume ou o peso da biomassa podem
ser reduzidos, alternativamente, por meio de processos térmicos, fisicos,
quimicos ou microbianos. No caso da queima das plantas, por exemplo, a
energia produzida representa valorizacdo econdmica do processo. As cinzas
podem ser tratadas como minério, do qual pode ainda ser extraida a
contaminag@o metalica (especialmente, cinzas enriquecidas com apenas um ou
dois metais) (Gratdo et al., 2005).

O interesse na tolerdncia das plantas aos metais pesados é crescente,

inicialmente julgava-se impossivel encontrar plantas capazes de absorver e



acumular grande quantidade de compostos ou elementos contaminantes.
Recentemente, a idéia de se utilizar plantas raras que hiperacumulem metais para
remover e reciclar seletivamente metais em excesso no solo, surgiu com a
descoberta de plantas, geralmente endémicas de solos naturalmente
mineralizados, que acumulavam altas concentragdes de metais em sua parte
aérea (Garbisu & Alkorta, 2001).

As plantas hiperacumuladoras sdo capazes de acumular um ou mais
elementos inorgdnicos em niveis até cem vezes maiores que outras espécies,
crescendo sob as mesmas condigdes. No presente, pelo menos 45 familias de
plantas sdo conhecidas por conter espécies acumuladoras de metais. Existem
espécies acumuladoras de arsénio (As), cobalto (Co), Cu, manganés (Mn), Ni,
Pb, Cd, selénio (Se) e Zn (Lamego & Vidal, 2007).

Hé dois pontos de vista com relagdo a plantas tolerantes ou com
potencial de acumulo de metais pesados. Por um lado, poderia ser benéfico para
a limpeza do solo e da agua; por outro lado, culturas alimentares tolerantes,
quando expostas aos metais no seu crescimento, poderiam ser perigosas, pois,
tornam-se transportadoras de substancias toxicas e que ao entrar na cadeia
alimentar poderiam permitir intoxicagdes (Golan-Goldhirsh, 2006).

Apesar disso, a fitoextragdo é um promissor método alternativo em
relagdo aos métodos convencionais que utilizam técnicas fisico-quimicas de
remediacdo do solo (alto custo). No entanto, essa técnica levanta inimeras
questdes bioldgicas envolvendo relagdo solo-planta durante a fitoextracdo
(biodisponibilidade do metal pesado no solo, a absor¢do e translocacdo do
elemento para a parte aérea), aplicagdo da espécie em larga escala, o que torna
necessario conhecer a morfologia, métodos de propagacdo para a obtencdo de
mudas, susceptibilidade a pragas e doengas, requerimento nutricional entre

outros fatores, que ainda precisam ser estudados.



Estudos com espécies tolerantes sdo raros nas condi¢des brasileiras, onde
a contamina¢do 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 fitorremediagdo de
areas contaminadas se reveste de maior importancia. Acredita-se que espécies
nativas, encontradas em area de mineragdo, possam ser utilizadas em programas
de fitorremediagdo de solos contaminados.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi coletar, identificar e
caracterizar uma espécie herbacea nativa comumente encontrada em area de
minerag¢do de Zn, avaliar a capacidade desta espécie em acumular Cd e Zn e
avaliar se existe sinergismo para a absorc¢ao e translocagdo de ambos. Baseado
nestas investigacdes, foi discutido o potencial de aplicagdo dessa espécie em
programas de fitorremediagdo de areas contaminadas e sua utilizagdo como uma

possivel candidata para pesquisas biotecnoldgicas.
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CAPITULO 1

COLETA, IDENTIFICACAO E PROPAGAGAO DE ESPECIE
TOLERANTE A CADMIO E ZINCO EM AREA DE MINERAGCAO DE
ZINCO.
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1 RESUMO

Como resultado das atividades humanas, como a mineragdo, a
contaminag@o por metais pesados tem se tornado um dos mais sérios problemas
ambientais atualmente. A fitorremediacdo, uma emergente técnica de baixo
custo que usa a habilidade de plantas em concentrar ou tolerar elementos
toxicos, pode ser usada para remediar areas contaminadas por metais. Em locais
com maiores concentragdes de metais podem ser encontradas espécies
apropriadas para a fitorremediacdo, pois estas estdo adaptadas ao ambiente
estressante. No entanto, sdo raros os levantamentos sobre a caracterizagdo e
formas de propagagdo dessas espécies. O objetivo desse trabalho foi coletar,
identificar e caracterizar uma espécie herbacea nativa adaptada as condigdes
comumente encontradas em area de minera¢do de zinco. Provavelmente, seja
esse o primeiro passo para utilizagdo dessa espécie como uma ferramenta em
programas de fitorremediacdo. A area de investigacdo utilizada foi o entorno de
uma regido de mineragao de zinco, proxima a cidade de Vazante, no noroeste de
Minas Gerais. A estratégia desse estudo foi encontrar uma planta nativa capaz de
sobreviver a condi¢des de alta concentragdo de zinco, cadmio, cobre e chumbo e
caracterizar as formas de propagacao dessa espécie.
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2 ABSTRACT

As a result of human activities such as mining, heavy metal pollution
has become one of the most serious environmental problems today. The
Phytoremediation is a cost-effective, non-intrusive, and aesthetically pleasing
technique that uses the remarkable ability of plants to tolerate and concentrate
toxic elements in order to rectify metal contaminated soils. In many cases, the
most suitable plants for phytoremediation are found in sites with high heavy
metal concentrations for they are or have already become stress-adapted species.
However, studies there are few studies on the characterization and propagation
forms of these plants. Thus, this study aim was to find, identify and characterize
a suitable native and adapted herbaceous plant commonly found in zinc mining
areas. Probably, this is the first step towards the utilization of these species in
phytoremediation programs. The site under investigation was the surroundings
of a zinc mining area, nearby the city of Vazante, Northwest of the Minas Gerais
state, Brazil. The study strategies were two. First, it was to find a native plant
able to survive high concentrations of zinc, cadmium, cooper, and lead and,
second, to characterize the propagation forms of the species found.
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3 INTRODUCAO

3.1 Fitorremediacdo e ocorréncia de espécies em solos contaminados com
metais pesados

Muitas tecnologias sdo utilizadas para remediar solos contaminados por
metais pesados. Porém, muitas delas apresentam alto custo (e.g., escavacgdo de
camadas contaminadas, tratamentos fisicos e quimicos), ou n3o apresentam
solucdo definitiva e melhoria na estética da area (Mulligan et al. 2001; Cao et
al., 2002). A fitorremedia¢do é definida como o uso de plantas para remover,
conter e reter contaminantes ambientais perigosos (Cuningham & Berti, 1993),
como por exemplo metais pesados (caddmio, zinco, chumbo, cobre), metaldides
(arsénio) e compostos organicos (antraceno, benzidina, naftaleno).

A fitorremediagdo apresenta inumeras vantagens, dada a sua natureza
permanente, combinada aos baixos custos de manutengdo, a prote¢do contra a
erosdo eoblica e hidrica, a melhoria na estrutura do solo, ao aumento da
fertilidade do solo e a recuperagdo da estética aérea do solo de areas
contaminadas com metais pesados, uma vez que a grande maioria apresenta-se
sem vegetacao (Accioly & Siqueira, 2000; Ma et al., 2001).

A fitorremediagdo prevé varios mecanismos de descontaminagdo
(fitovolatilizacdo, fitodegradacdo, fitoestimulagdo, fitoestabilizacdo e
fitoextracdo) sendo que para areas contaminadas com metais pesados destacam-
se os dois processos: 1) fitoextragdo, que consiste no uso de plantas para remover
metais do solo através da absorcdo e translocagdo para a parte area ¢ posterior
colheita; ii) fitoestabilizagdo, que consiste na absorgdo ¢ estabilizacdo dos metais
pela planta sem a colheita. Razdes para o uso de plantas na remediag@o s@o o seu

baixo custo de implantagdo e manuten¢do (Cuningham & Berti, 1993).
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As plantas tolerantes aos metais podem ser divididas em dois grupos:
plantas que restringem os metais as suas raizes e plantas que sdo capazes de
translocar quantidades substanciais de metais para a parte aérea. Algumas
plantas sdo capazes de acumular concentragdes extremamente altas de metais
pesados na parte aérea e sdo chamadas de hiperacumuladoras. Essas plantas sdo
interessantes do ponto de vista cientifico, para entender os mecanismos
biologicos da acumulag@o e tolerdncia a elevadas concentragcdes de alguns
metais essenciais ou ndo, e do ponto de vista econdmico, pois podem ser usadas
na fitorremediacao (Salt et al., 1995; Raskin et al., 1997).

A fitorremediacdo ¢ praticada em varios paises, mas, no Brasil, ainda
nao ¢ explorada por desconhecimento do mercado, falta de capacitacdo técnica
(Acciolly & Siqueira, 2000) e pelo fato de serem as espécies de plantas
hiperacumuladoras conhecidas, em sua maioria, de clima temperado (Baker &
Brooks, 1989). As plantas tolerantes sdo endémicas de solos poluidos, o que
sugere significativa adaptagdo ecofisiologica, manifestando resisténcia a
contaminag¢@o do solo com metais pesados (Raskin et al., 1994; Moreno-Jiménez
et al, 2009). Embora as hiperacumuladoras sejam especificas para um
determinado metal (Baker & Brooks, 1989) e adaptadas a determinadas
condi¢des de solo e clima, também podem ser manejadas como uma cultura
convencional; porém, geralmente apresentam baixa produ¢do de biomassa, que
dificulta a extracdo do elemento, e podem ter ciclo de vida curto (Gisbert et al.,
2008).

A maioria das hiperacumuladoras evoluiu sobre condi¢des extremas.
Desta forma, sdo rasticas e sobrevivem com pouco cuidado (Angle & Linacre,
2005). Muitas dessas plantas evoluiram em solos de baixa fertilidade, com baixa
umidade, sob condi¢des climaticas extremas como invernos frios e imidos e
verdes quentes e secos (Brooks, 1998). Realmente, essas caracteristicas tornam

as hiperacumuladoras muito promissoras para o cultivo.
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Recentemente, duas espécies de samambaia foram descritas como
hiperacumuladoras de arsénio (As): Pteris vittata (Ma et al., 2001; Caille et al.,
2004) e Pityrogramma calomelanos (Francesconi et al., 2002). Essas plantas sdo
capazes de acumular altas concentragdes de As na parte aérea e sdo muito
promissoras para a fitorremediacdo, apresentando, porém, uma séria
limitag@o:climatica, pois necessitam de alta umidade para o crescimento (Gisbert
et al., 2008).

Segundo Wei et al. (2009), apesar de todas as vantagens da
fitorremediagdo, apenas um pequeno grupo de hiperacumuladoras de caddmio foi
identificado, pesquisado e documentado. Duas espécies da familia Brassicaceae,
Thlaspi caerulescens J & C Presl e Arabidopsis halleri L. sdo conhecidas (Baker
et al., 1994; Dahmani-Muller et al., 2000). Recentemente, Viola baoshanensis e
Solanum nigrum também foram classificadas como hiperacumuladoras de Cd
(Wei et al., 2004, 2005).

Importante fonte potencial de espécies apropriadas para a
fitorremediacdo é a vegetacdo encontrada naturalmente em areas contaminadas,
pois, essas plantas apresentam-se adaptadas ao ambiente estressante (Watanabe,
1997; Alkorta et al., 2004; Carrilo-Gonzaléz & Gonzalez-Chavez, 2006; Gisbert
et al., 2008). Em fung¢o disso, muitos autores tém estudado plantas em areas
ricas em elementos-traco objetivando encontrar plantas capazes de remediar
ambientes contaminados. Na Tabela 1 é apresentado um resumo das espécies
encontradas em areas contaminadas de alguns paises.

No México, em areas contaminadas com 6leo poluente e metais pesados,
foi encontrada a Echinochloa polystachya, uma graminea que se mostrou habil
em tolerar e translocar cddmio para as folhas, sendo considerada
hiperacumuladora e promissora para a fitoextragdo em solos tropicais poluidos

com metais pesados (Solis-Dominguez et al., 2007).
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TABELA 1 Exemplos de espécies vegetais hiperacumuladoras coletadas em
areas contaminadas.
[elemento]
Locgl / Elemento Espécie vegetal planta Referéncia
Pais -1
mg kg
EUA As Pteris vitata 22.630 Ma et al. (2001)

S Pityrograma Francesconi et al.
Tailandia As calomelanos 8.350 (2002)

Espanha As Bassia scoparia 3.000 Gisbert et al,
P P : (2008)
. . Gisbert et al

Espanha As Hirschfeldia incana 800 (2008)
Amaranthus Del’Rio et al

Espanha AS litoides H4 (2002)

L Echinochloa Solis-Dominguez
Mexico Cd polystachya 233 et al. (2007)
China Cd Sedum jineanum 474 Xu et al. (2009)

cAl o Chromolaena Phaenark et al.
Tailandia Cd odoratum 166 (2009)

A 1 Gynura Phaenark et al.
Tailandia Cd pseudochina 457,7 (2009)

A g Impatiens Phaenark et al.
Tailandia Cd violaeflora 212,3 (2009)

cAl o Justicia Phaenark et al.
Tailandia Cd orocumbens 548 (2009)

Verbascum Cheraghi et al
Iran Fe speciosum 15.343 (2009)

A 1 . Rotkittikhun et al.
Tailandia Pb Sonchus arvensis 4.830 (2006)

China pp ~Debregeasia 1763 Liuetal. (2008)
orientalis
China Pb Tephrosia candida 1.689 Liu et al. (2008)

Cheraghi et al. (2009) avaliaram as concentragdes de metais pesados em

diversas plantas coletadas em locais contaminados e os resultados obtidos

indicaram que apesar de existirem diferencas entre espécies para absor¢dao de

metais, todas apresentaram potencial para serem utilizadas como fitoextratoras

ou fitoestabilizadoras. Benson et al. (1981) encontraram Agrotis tenuis e Agrotis
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stolonifera crescendo em rejeito de fundicdo no sudoeste da Inglaterra
apresentando acimulo de As superior a 1% do total de matéria seca. Del’Rio et
al. (2002) identificaram Amaranthus blitoides e outras espécies acumuladoras de
As nas proximidades do Rio Guardiamar (sul da Espanha), onde ocorreu
derramamento téxico da mina Aznalcollar. Gisbert et al. (2008) coletaram
espécies em solos com diferentes fontes de contaminagdo, principalmente por
metais pesados e As, e as espécies encontradas nos solos com maior
concentragdo de As foram: Bassia scoparia, Hirschfeldia incana, Inula viscosa e
Solanum nigrum. Estas apresentaram também as maiores concentragdes de As
nos tecidos vegetais, sendo que B. scoparia e H. incana foram as melhores
fitoextratoras de As. Recentemente, Rotkittikhun et al. (2006) conduziram um
trabalho de campo em mina de chumbo (Pb) na Tailandia visando identificar
espécies acumuladoras de Pb. Sonchus arvensis foi uma das 26 espécies de
plantas que acumulou mais de 1000 mg kg' de Pb na parte aérea. Liu et al.
(2008) coletaram plantas em uma mina de Pb, na China, e identificaram duas
plantas nativas hiperacumuladoras de Pb, Debregeasia orientalis e Tephrosia
candida. Wei et al. (2004) encontraram a hiperacumuladora de cadmio Viola
baoshanensis crescendo na mina Baoshan, na China. Nesse mesmo pais Xu et al.
(2009) encontraram em mina de Pb e Zn a hiperacumuladora de Cd, Sedum
jineanum. Na Taildndia, na mina de Zn Padaeng, Phaenark et al. (2009)
encontraram 4 hiperacumuladoras de Cd, Chromolaena odoratum, Gynura
pseudochina, Impatiens violaeflora e Justicia procumbens, sendo esta ultima
considerada também como hiperacumuladora de zinco. No Brasil, um gendtipo
de planta foi encontrado em area de mineracdo de calamina (minério de Zn),
identificado como do género Alternanthera sp. (Pfaffia sp.) (conhecida
vulgarmente por calaminaceae), e, se mostrou bem adaptado as condigdes de
multicontaminag@o por Zn, Cu, Cd e Pb em relagdo a outras espécies estudadas

(Accioly & Siqueira, 2000). Carneiro et al. (2002), em estudo com a Pfaffia sp.
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constataram que as concentragdes de Cd na parte aérea aumentaram linearmente
com a contaminagio, atingindo valores superiores a 100 mg kg de Cd, sem
reducdo no crescimento. A partir desse resultado, esses autores puderam indicar
esta planta como hiperacumuladora de Cd, fato que até entdo ndo havia sido
relatado na literatura com relacdo a este género de plantas. Entretanto, os
métodos de propagacdo e a capacidade fitorremediadora desta espécie sdo
desconhecidos.

Também no Brasil, Santos (2008) identificou uma planta nativa do
cerrado que absorve cddmio e que se mostrou promissora para absor¢do de
outros tipos de metais pesados. Trata-se da Galianthe grandifolia, uma
Rubiaceae, herbacea da familia do café, encontrada de forma abundante em
areas de cerrado do Estado de Sdo Paulo, mais precisamente na cidade de
Itirapina. Sua importancia reside, justamente, na descoberta de uma planta
naturalmente presente em solo brasileiro com potencial para fitorremediagao.

No entanto, estudos com espécies tolerantes sdo raros nas condigdes
brasileiras, onde a contaminacdo 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 fitorremediagdo de

areas contaminadas se reveste de maior importancia (Carneiro et al., 2002).

3.2 Caracterizacdo e métodos de propagacédo de Amaranthaceae

As dificuldades no trabalho com plantas endémicas comegam na
identificacdo da espécie vegetal, o que exige, frequentemente, a atuacdo de um
especialista.

As amaranthaceas incluem aproximadamente 65 géneros e 1000 espécies
de plantas herbaceas, anuais e perenes, arbustos e arvores, localizando-se em
regides tropicais, subtropicais e temperadas (Siqueira, 1994/1995). O género

Alternanthera abrange uma grande diversidade de espécies, amplamente
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distribuidas pelo mundo, enquanto que, no Brasil, ocorrem cerca de 30 espécies
(Kissmann & Groth, 1999).

Para iniciar um programa de fitorremediagdo com a utilizagdo desse
ecotipo coletado em area de mineragdo de zinco, um dos primeiros passos ¢é
conhecer importantes aspectos de sua multiplicagdo: através da propagacdo
sexuada, uso de sementes, ¢ propagacdo assexuada, técnica de estaquia e
propagacdo in vitro. Os trabalhos de propagagdo com espécies
hiperacumuladoras sdo raros. Bhatia et al. (2002a) estudaram a propagacgdo
assexuada de Stackhousia tryonii e concluiram que a estaquia pode ser uma
ferramenta promissora para multiplicagdo dessa hiperacumuladora de niquel.
Tappero et al. (2007) propagaram Alyssum murale, hiperacumuladora de Co,
através do plantio de sementes até o desenvolvimento de uma planta adulta, a
partir dai foi escolhida uma planta matriz para a propagacao vegetativa, visando
minimizar variagcdes genéticas nos experimentos. Tu & Ma, (2002) especificam
a forma de propagacdo de Pteris vitatta (hiperacumuladora de As) como sendo
através de esporos.

Apesar de ndo existir nenhuma informagdo sobre propagag¢do em
Alternanthera sp., alguns trabalhos foram realizados com outras espécies da
familia Amaranthaceae. Por exemplo, pesquisas sobre a propagacdo de Pfaffia
glomerata sugerem que as plantas originadas de sementes s3o muito
heterogéneas, devido a grande variabilidade morfoldgica e genética da espécie
(Magalhdes, 2002; Taschetto & Pagliarini, 2003). Uma das técnicas de
propagacdo utilizadas para a obten¢@o de clones ¢ a estaquia e o seu sucesso esté
associado ao desenvolvimento de raizes, que depende de diversos fatores, tais
como, caracteristicas intrinsecas da espécie, tipo de estaca, ambiente de
enraizamento e presenca de indutores (Hartmann et al., 2002), entre outros,
como substrato, irrigagdo, fotoperiodo, pragas e doengas. A aplicacdo exdgena

de indutores, como por exemplo, auxina, também proporciona maior
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porcentagem, velocidade, qualidade e uniformidade de enraizamento de estacas
(Hartmann et al., 2002). Outros estudos, com multiplicagdo vegetativa, apontam
a estaquia como sendo fisiologicamente viavel, porém, tecnicamente de baixo
rendimento. Isso ocorre porque o nimero de mudas obtido é bastante reduzido
em fungdo da pequena disponibilidade de estacas de ramo por planta (Nicoloso
et al., 1999, 2001).

Considerando essa limitagdo potencial da estaquia como método de
producdo de plantas em larga escala, acredita-se que a propagagdo in vitro tem
se difundido devido a possibilidade de produzir um grande nimero de plantas
homogéneas e com elevada qualidade sanitaria (Flores et al., 2006). Além disso,
resolve o problema da demanda de mudas, ja que essa técnica de propagagdo
tem sido util em programas de melhoramento genético, em estudos de eventos
fisiologicos, na produgdo comercial de mudas de diversas espécies (Nicoloso et
al., 2001) e em estudos com hiperacumuladoras (Doran, 2009). Essa técnica ¢é
desenvolvida em ambiente livre de microrganismos ¢ é considerada uma
ferramenta conveniente para estudos de fitorremediagdo. O desenvolvimento de
um protocolo de propagacdo in vitro é um método eficiente e rapido para a
propagacao clonal e conservagdo de muitas espécies raras ¢ endémicas (Sudha &
Seeni, 1996; Sudha et al., 1998).

Depois de estabelecida a metodologia, a cultura in vitro pode ser
propagada indefinidamente, além de ser forma de propagacdo mais rapida
(Doran, 2009). Conforme Bhatia et al. (2002b), a micropropagagdo pode ser
utilizada para produzir plantas de Stackhousia tryonii, uma hiperacumuladora de
Ni, para exploragdo comercial.

O conhecimento das diferentes formas de propagacdo de ecdtipos
coletados em areas contaminadas ¢ a primeira etapa para o seu manejo, além de
permitir a obtencdo de material vegetal para a avaliagdo da tolerancia, do

potencial fitoextrator e posterior utilizagdo em programas de fitorremediacao de
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areas impactadas negativamente por metais pesados. Acredita-se ser possivel
encontrar espécie nativa em area de mineragdo e caracterizd-la e promover sua
propagagao.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi coletar, identificar e
caracterizar as formas de propagacdo de uma espécie adaptada a condicdes

edafoclimaticas presentes em area de mineragdo de zinco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacéo do local

A area de investigacdo foi o entorno de uma regido de mineracdo de
zinco, na cidade de Vazante, no noroeste de Minas Gerais (Figura 1 e 2). Nas
serras do Pogo Verde e do Sucuri, a principal atividade ¢ a minerag¢do de zinco.
O clima ¢ considerado tropical semi-umido. A média de temperatura anual varia
de 21 a 24°C, nos meses mais quentes ¢ de 21 a 26 °C e dos meses mais frios ¢
de 17 a 22 °C. A umidade relativa no verdo oscila entre 75 e 80% e no inverno
entre 50 e 60%.

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 Localizagao da area de estudo em unidade de mineragdo de zinco em
Vazante — M.G. A.M.= area de mineragdo ¢ A.U.= area urbana.

4.2 Amostragem de plantas, sementes e solo

O presente trabalho focou na coleta de planta que fosse adaptada as
condigdes edafoclimaticas locais, principalmente no que diz respeito aos altos
teores de metais pesados que sdo comumente encontrados em 4reas de
mineracdo. As plantas e as amostras de solo foram coletadas em dezembro de
2009, portanto, adaptadas a altas temperaturas e clima umido e em cinco
diferentes locais conforme Figura 3. Em cada local foi coletada uma planta, com
excecdo do local 2, onde foram coletadas duas. 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).
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FIGURA 3  Locais de coleta de plantas e solo (1, 2, 3, 4 ¢ 5), sementes (6) em
area de mineragdo de zinco em Vazante — MG.

FIGURA 4 Detalhes das coletas de plantas em diferentes locais em area de
mineracdo de zinco em Vazante — MG.
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Imediatamente apds a coleta, as plantas foram acondicionadas em sacos
plésticos. No entorno das plantas, quando possivel, foram coletadas amostras
simples de solo, na profundidade de 0 a 20cm. As sementes foram coletadas

diretamente de plantas ou no chdo, em um tnico local.

4.3 Montagem das exsicatas

A partir dos ramos das plantas coletadas, com folhas e flores, montaram-
se exsicatas. Primeiramente, os ramos passaram por processo de desidratagdo no
qual o material vegetal foi colocado em jornal entre camadas de papeldo e
prensado. Para a secagem utilizou-se estufa com temperatura de 45°C até que o
material atingisse peso constante. O material foi entdo fixado em cartolina
branca rigida com tamanho de 35 x 45 x 20 cm. As informagdes do local e
ambiente de coleta e do coletor foram descritas em etiqueta afixada no canto
inferior direito da cartolina e do outro lado foi langado o nimero de registro da

exsicata.

4.4 ldentificagdo e caracterizacéo

Algumas exsicatas se encontram depositadas no Herbario da
Universidade Federal de Lavras, nimero de inscricao 23.015, enquanto outras
foram encaminhadas para o professor Dr. Josafd Carlos de Siqueira, da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, para a professora Dra. Luisa
Ramos Senna Souza, da Universidade Estadual de Feira de Santana, para a
pesquisadora Maria Raquel Cota da Universidade de Brasilia, para a
identificagdo.

A caracterizagdo da biologia floral foi realizada no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras. A partir das inflorescéncias, foram isoladas flores que foram

selecionadas, analisadas e visualizadas em microscopio esteroscoépio com

26



aumento de 400 vezes. As partes reprodutivas (androceu e gineceu) foram
descritas dentro da biologia floral, sendo a morfologia e estrutura destas,

indicativos do mecanismo reprodutivo da espécie.

4.5 Analise de planta e solo

Em raz@o do pequeno numero de plantas coletadas, escolheu-se a planta
colhida no local 2 para a realizacdo da analise foliar porque esta apresentava o
maior numero de folhas para a andlise foliar. Os solos e as folhas foram
digeridos segundo o método 3051 da United States Environmental Protection
Agency - USEPA (1995) e os teores de cadmio, calcio, magnésio, cobre, ferro,
manganés e zinco foram determinados por espectrofotometria de absorgdo
atdmica, usando equipamento Perkin Elmer AAnalyst 800® com atomizador
tipo chama, o teor de potassio foi determinado por fotometria de chama e o teor
de fosforo foi por colorimetria (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
EMBRAPA, 1999). O controle ¢ a garantia da qualidade dos resultados das
analises de Cd e nutrientes foram assegurados pelo uso de material de referéncia
Tomato Leaves, do NIST (SRM 1573a, National Institute of Standards and
Technology — NIST) em cada bateria de analise, bem como de uma amostra em
branco. Os resultados obtidos foram satisfatérios, com recuperacdo de 74% a

122%.

4.6 Propagacéo

O material genético (sementes e estacas) foi obtido nos locais de coleta
apresentados na figura 3.

Inicialmente, um teste foi realizado com as sementes de Alternanthera
sp, as quais foram colocadas para germinar em caixas gerbox com cinqiienta
sementes depositadas em papel tipo CEL-065 umedecido e mantidas em

germinadores com temperatura de 20 a 35 °C. Observacdes foram feitas
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diariamente, analisando-se a percentagem de emergéncia. A medida que
germinavam, as sementes eram transferidas para bandejas de isopor contendo
200 células, com substrato comercial Plantmax. As mudas foram mantidas em
casa de vegetacdo climatizada e apds pegamento foram transferidas para vasos
com 3 quilos de substrato e mantidas em casa de vegetagao.

Na propagagdo assexuada, um experimento foi realizado utilizando-se
estacas obtidas da planta coletada no local 2, esta planta foi escolhida porque
apresentava maior numero de ramos. Os tratamentos constituiram de uma
combinagdo fatorial (3x4) representado por 3 posi¢des de estaca no ramo (basal,
mediana e apical) e 4 concentragdes do fitorregulador acido indol butirico (AIB)
(0, 50, 100 e 200 mg L"), em cinco repeti¢des. As estacas foram obtidas a partir
de cortes sucessivos da base do ramo para o apice. O corte da parte superior da
estaca foi feito acima e o inferior abaixo de um nd, mantendo-se 3 a 4 nos. As
folhas presentes nos ramos foram retiradas visando a uniformizagdo das estacas.
Imediatamente apds o corte, as estacas foram mantidas nas solu¢des com
diferentes concentracdes do fitorregulador AIB por 24 horas, no escuro e em
condi¢do de alta umidade.

Apos esse periodo, as estacas foram transferidas para bandejas de isopor
contendo 200 células com substrato de casca de arroz e foram mantidas em casa
de vegetagdo climatizada por 60 dias, com adubagdo semanal com solucao
nutritiva de Clark (2 da forca idnica) preparada com reagentes p.a. e continha:
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 mmol L'S;7,0 pmol L' Mn; 2
umol L' Zn; 0,5 umol L' Cu; 19 umol L' B; 0,60 umol L' Mo; e 38 umol L!
Fe complexado com Na,-EDTA.

Apds o estaqueamento, as variaveis avaliadas foram: a producdo de
matéria seca de raizes e o comprimento de raizes. As raizes foram lavadas em

agua deionizada e medidas com régua graduada em centimetros para a obtencao
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do comprimento e posteriormente, utilizou-se uma Unica estaca para a obtencao
de matéria seca em cada tratamento (as demais estacas foram utilizadas em
outro). As raizes de cada estaca foram secas em estufa em temperatura entre 65 ¢
75°C até atingir massa constante. Determinou-se em balanga de precisao (0,01g)
o peso de matéria seca das raizes.

Os resultados do comprimento das raizes foram submetidos a analise de
varidncia, por meio do uso do programa estatistico Sisvar. As equagdes de
regressdo foram escolhidas pelo melhor ajuste, através do programa Table Curve
2D for Windows v. 2.03 (Jandel Corporation). Ja os valores obtidos

A propagagdo in vitro foi desenvolvida no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras. O
material vegetal utilizado foi retirado de plantas de Alternanthera sp.
provenientes da propagagdo por estaquia, cultivadas em vasos em casa de
vegetagdo climatizada. Essas plantas apresentavam ramos jovens em pleno
crescimento, onde foram escolhidas brotagdes axilares (meristemas apicais) e
também coletadas algumas sementes. Inicialmente, as brotagdes e sementes
foram desinfestadas em 4gua de torneira corrente por 30 minutos e,
posteriormente, imersas em solucdo de hipoclorito de sdédio 40% por 20 minutos,
sendo, em seguida, lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada. Apos a
desinfestacdo e lavagem, as brotagdes e as sementes foram inoculadas em tubos
de ensaio de 25 x 150 mm contendo 12 mL do meio de cultura, sendo inoculadas
uma brotagdo ou duas sementes por tubo, os quais foram, posteriormente,
fechados.

O meio de cultura utilizado constitui-se do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) 50%, solidificado com 0,6% de agar (Merck®), sendo o pH
ajustado para 5,7 + 0,1 e em seguida autoclavado a 120°C e 1 atm por 20

minutos. Os cinquenta tubos inoculados com as brotagdes e sementes foram
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mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro sob
intensidade luminosa de 25 pmol m™s™, a temperatura de 26 + 1°C.

Plantas cultivadas in vitro até 40 dias apdés a inoculagdo foram
submetidas ao processo de aclimatizagdo ex Vitro, que consistiu no transplantio
para bandejas de isopor de 128 células contendo substrato comercial Plantmax.
As bandejas foram colocadas em casa de vegetacdo para o processo de
aclimatizacdo, reduzindo-se gradativamente a irrigacdo e aumentando-se a
luminosidade. Foram feitas observa¢des diariamente, analisando-se a
percentagem de sobrevivéncia das plantulas. Apoés 10 dias de aclimatizagdo em
bandejas, as mudas foram transplantadas para vasos de trés litros contendo o
mesmo substrato comercial Plantmax e adubadas semanalmente com solugdo

nutritiva de Clark (%2 da forga idnica).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo da espécie

As exsicatas das plantas encaminhadas para os especialista foram
classificadas como pertencentes a familia Amaranthacea, género Alternanthera,
mas ndo foi possivel a identificacdo da espécie. Por ser endémica,
provavelmente ainda ndo tenha sido identificada.

O nome Alternanthera tem origem no latim e se refere aos estames e
pseudoestaminddios que se alternam (alternus + antera). Sdo plantas com folhas
opostas com inflorescéncia em espiga e flor hermafrodita com estames soldados
na base formando um tubo baixo (Edwin & Reitz, 1967).

A inflorescéncia cimosa, na qual cada eixo termina em uma flor e a flor
de Alternanthera sp. é apresentada na Figura 5. A flor é completa e, desta forma,
convivem na mesma estrutura o androceu (pélen) e o gineceu (6vulo). O filete é
maior que o estilete, permitindo que as anteras estejam posicionadas acima do
estigma, o que favoreceria a autofecundagdo. Entretanto, a estrutura floral
hermafrodita ndo permite classificd-la como autégama ou aldégama, pois as
plantas desenvolveram durante sua evolugdo diversos mecanismos relacionados
a prevengdo da autofecundacao (Proctor et al., 1996). Através da visualiza¢ao da
biologia floral, parece ocorrer o fendmeno da protandria, ou seja, os graos de
poélen estdo maduros antes do estigma apresentar receptivo (Figura 5C). Assim, a
fecundagdo s6 ocorreria com a polinizagdo cruzada, que ¢ realizada,
preferencialmente, pelos insetos (entomofilia). No entanto, seriam necessarios

mais estudos e analises para o conhecimento e determinacdo desse mecanismo.
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FIGURA5  (A) Inflorescéncia de Alternanthera sp.; (B) Estames evidentes
com anteras carregadas de pdlen; (C) Orgdo masculino (androceu)
e 6rgdo feminino (gineceu) da flor.

5.2 Composi¢do quimica do solo e planta

Analises prévias das amostras de solos, na profundidade de 0 a 20 cm,
das éareas onde foram coletadas as plantas indicaram a presenca de metais
pesados (Tabela 2) e em alguns locais com concentragdes superiores as
comumente encontradas em solos (Tabela 3).

Conforme Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2009) os
valores sugeridos como padrdes acima dos quais existem riscos potenciais,
diretos ou indiretos, a saide humana, considerando um cenario de exposicdo
padronizado (valores de investigacdo) para concentragdo de Cd e Zn no solo (em
mg kg™') atualmente utilizados no Brasil sdo: area agricola = Cd 3 e Zn 450; 4rea

residencial = Cd 8 e Zn 1000; area industrial = Cd 20 ¢ Zn 2000.
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TABELA 2 Metais pesados em amostras de solo (0-20 cm) dos locais de
coleta de plantas de Alternanthera sp.

Teor Semi-total

mg kg'!
Cd Cu Mn PB Zn
Média 60,7 24 610 182 6592
mediana 1,9 23 410 20 135
Maximo 2.442,7 80 2.375 4.566 21.3004
Minimo <LD 13 38 4 23

LD = limite de detec¢do; Cd, Cu, Mn, Pb e Zn — USEPA 3051.

TABELA 3 Teores totais de metais pesados encontrados em solos agricolas,
contaminados e ndo contaminados.

Teores totais (mg kg'l)

Metal ] N . Solos contaminados -
Pesado Solos agricolas Solos ndo contaminados atividade industrial
permitidos Média Méximo valor encontrado
Cd 1-5 0,37-045 1,6-2,7 até 1.500
Zn 100 - 300 45 -60 220 -362 até 80.000

Fonte: Kabata-Pendias & Pendias (2001).

As folhas da planta coletada no local 2 apresentaram concentragao de Cd
de 3,00 mg kg™ (Tabela 4 ), valor superior a faixa normalmente toleravel para a
maioria das espécies, 0,05 a 0,5 mg kg ™' (Kabata-Pendias & Pendias, 2001), sem

apresentar sintomas visiveis de toxidez.

TABELA 4 Concentragdes de nutrientes ¢ cadmio presentes em folhas de
Alternanthera sp. coletada em area de mineragdo de zinco.

Concentragdo de nutrientes em folhas

P K Ca Mg Cu Cd Fe Mn Zn

gkg'
170 31.88 876 344 773 3,00 23819 365 5438
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O fato da concentragdo de cadmio no tecido vegetal ndo ser tdo alta
quando comparada as concentragdes do solo pode ser explicado pela menor
disponibilidade de Cd em condi¢des de alto pH (Kabata-Pendias & Pendias,
2001; Kirkham 2006), condi¢do esta encontrada na area estudada (pH 7,8 a 8,2).

5.3 Propagacéo

Observou-se baixa germinacdo de sementes, aproximadamente 0,5%.
Isso provavelmente ocorreu porque as sementes foram coletadas em campo e,
portanto, a viabilidade e maturidade fisiologica das mesmas ndo eram
conhecidas. As plantas apresentaram desuniformidade de crescimento, o que
esta de acordo com os resultados encontrados por Magalhdes (2002) e Taschetto
& Pagliarini (2003), estudando Pfaffia glomerata.

Embora a propagagdo via sementes tenha se mostrado limitante, os
resultados desse trabalho mostram que ¢ possivel propagar vegetativamente a
Alternanthera sp. a partir de estacas de plantas matrizes. Resultados semelhantes
foram obtidos por Bhatia et al. (2002a), estudando a propagagdo vegetativa de
hiperacumuladora de Ni. Estes autores observaram que a estaquia pode ser
utilizada efetivamente para multiplicagdo da espécie Stackhousia tryonii e
concluiram que, uma vez que a germinagdo por sementes apresenta baixa
viabilidade, a propagacdo vegetativa pode ser uma técnica mais facil para
producdo de plantas para serem utilizadas em programas de fitorremediacao, até
que sejam realizados outros estudos.

O comprimento das raizes em fun¢do da posi¢do da estaca no ramo foi
diferente estatisticamente na auséncia de AIB, sendo as estacas medianas as que
apresentaram maior comprimento de raizes. A interagdo entre posi¢des de estaca
e concentracdes de AIB foi significativa, pois, a partir da concentragdo 50 mg

L', houve redugdo no comprimento de raizes das estacas medianas (Figura 6).
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FIGURA 6 Comprimento de raizes nas diferentes posi¢cdes da estaca no ramo
(basal, mediana e apical) de Alternanthera sp. em fungdo de
concentragdes crescentes de AIB.

O comprimento de raizes das estacas basais e apicais ndo foi
influenciado pelo uso de AIB, enquanto que nas estacas medianas, na medida em
que se elevou a concentracdo de AIB, houve redu¢do no comprimento de raizes
(Figura 6). O tratamento que permitiu o maior comprimento de raizes foi obtido
com a estaca mediana, na auséncia do fitorregulador.

Pode-se observar uma tendéncia no aumento da produgdo de matéria
seca com a utilizagdo de 50 mg L' de AIB em todas as posicdes de estaca no
ramo (Figura 7). As estacas apicais apresentaram menor produ¢do de matéria

seca até a concentragdio de 100 mg L' de AIB. Com a utilizagio do AIB,
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independentemente da concentragdo, as estacas basais apresentaram a maior

producdo de matéria seca de raizes.
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FIGURA 7 Produgdo de matéria seca de raizes nas diferentes posicdes da estaca

no ramo (basal, mediana e apical) de Alternanthera sp. em fungéo
de concentracgdes crescentes de AIB.

Experimentos conduzidos por Nicoloso et al. (1999) e Ming et al. (2002)
comprovaram que o enraizamento de estacas de P. glomerata ¢ melhor quando a
posicdo da estaca no ramo estd mais proéxima da base da planta, o que pode ser
confirmado pelos resultados encontrados. Em outras espécies, a capacidade de
enraizamento € crescente da parte apical para a basal, o que ¢ atribuido a
acumulacdo de carboidratos na base do caule (Hartmann et al., 2002; Alfenas et

al., 2004).
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A aplicag@o do acido indol butirico tem sido testada em varios estudos
com o objetivo de obter maior enraizamento no processo de formacao de mudas.
Nesse estudo, as baixas concentragdes de AIB, até 50 mg L', favoreceram as
duas varidveis estudadas. Resultados semelhantes foram encontrados em
trabalhos com outras espécies (Bastos et al., 2004; Franco et al., 2007).

Acidentalmente, descobriu-se outra forma de propagagdo: a alporquia,
também conhecida como mergulhia aérea, que consiste na indugdo do
enraizamento de ramos por meio de um anelamento envolvido com substrato.
Apos as raizes serem formadas na parte apical do anelamento, aquele ramo pode
ser separado da planta matriz (Hartmann et al., 2002). Esse fendmeno ocorreu
com uma planta matriz que quebrou acidentalmente e a parte mediana do ramo
ao tocar o solo enraizou e o que permitiu a constatacdo da alporquia.

Além da propagacgdo vegetativa via estacas, observou-se também que a
clonagem de Alternanthera sp. pelo cultivo de meristemas apicais e sementes in
vitro foi viavel (Figura 8). Os resultados desse estudo indicam claramente que a
técnica de propagacao in vitro através da utilizacdo de meristema apical pode ser
usada para a producdo de mudas de Alternanthera sp. em larga escala com a
finalidade de fitorremediagdo, visto que a porcentagem de desenvolvimento dos

meristemas foi de 99%.
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FIGURA 8 Cultura in vitro de Alternanthera sp. (A) Planta proveniente de
meristema apical; (B) Planta proveniente de semente.

O procedimento de desinfestagdo utilizado no estudo de propagacédo in
vitro eliminou praticamente toda a contaminagdo das brotagdes e sementes.

A porcentagem de sobrevivéncia (99%) indicou que as plantas
obtiveram excelente aclimatizagdo, embora um numero expressivo de espécies
vegetais micropropagadas ndo sobrevive quando transferidas das condigdes in

vitro para ambiente de casa de vegetacdo ou campo (Hararika, 2003).
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6 CONCLUSAO

A espécie herbacea nativa coletada ¢ pertencente a familia
Amaranthaceae, género Alternanthera, mondica, com flores hermafroditas, nas
quais os estames estdao posicionados acima do estigma.

A propagacdo de Alternanthera sp. a partir de estacas de plantas
matrizes e através do cultivo de meristemas apicais in vitro é viavel. A

propagacdo via sementes apresenta baixa viabilidade nas condi¢des estudadas.
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CAPITULO 2

FITOTOXICIDADE E POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE
CADMIO POR AMARANTHACEAE
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1 RESUMO

O cadmio (Cd) ¢ reconhecido como um poluente que causa impactos
negativos a saude humana e ao meio ambiente. A contamina¢do com Cd tem
ocorrido no mundo todo e grande esfor¢o tem sido feito e diversas técnicas de
remediag@o sdo utilizadas visando a recuperagdo de solos contaminados com
esse elemento. Uma das alternativas para se recuperar a funcionalidade e a
diversidade de ecossistemas ¢ através da fitorremediagdo. Este trabalho
objetivou avaliar a fitotoxidez de Cd para a Alternanthera sp. em relagdo a
Nicotiana tabacum como espécie indicadora (controle) e avaliar o potencial
fitoextrator de Cd da Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum expostas a
concentragdes crescentes deste elemento em solugdo nutritiva. Dois
experimentos independentes foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos constituidos de cinco doses crescentes de Cd
(0; 5; 10; 25 ¢ 50 umol L™ fornecido como CdSOy) e quatro repeti¢des. Apos 42
dias, as plantas foram colhidas ¢ a produgdo de matéria seca da parte aérea e
raizes, assim como a concentragdo de Cd ¢ nutrientes foram mensuradas. Os
resultados mostraram que o aumento da concentragdo de Cd na solugdo nutritiva
ndo afetou a produgdo de matéria seca da parte aérea ¢ raizes quando a planta
testada foi Alternanthera sp., mas causou decréscimo na produgdo de biomassa
da parte aérea e raizes de Nicotiana tabacum, além da manifestagdo de sintomas
severos de toxidez de Cd. As concentracoes de Cd testadas afetaram a
acumulagdo de nutrientes por Nicotiana tabacum e Alternanthera sp. A
proporg¢do da concentragdo de Cd da parte aérea pela concentracdo de Cd na raiz
foi menor que 1 em Alternanthera sp. em todos os tratamentos. Entretanto, a
concentragdo de Cd na parte aérea de Alternanthera sp. alcangou 100 pg g”' em
25 umol L' de Cd na solugdo. A Alternanthera sp. é uma planta acumuladora de
Cd e pode ser usada em programas de fitorremediagdo para estabilizar areas
contaminadas com este elemento.
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2 ABSTRACT

Cadmium (Cd) is recognized as a pollutant as having negative
environmental and human health effects. The Cd contamination has occurred
worldwide and great efforts have been made and various remediation techniques
have been used in order to rectify soil contaminated with this element. One of
the alternatives to recover the functionality and diversity of the ecosystem is
through phytoremediation. This study aimed at assessing the phytotoxicity of Cd
for Alternanthera sp. in relation to the Nicotiana tabacum as an indicator species
(control), and at assessing the Cd potential for phytoextraction of Alternanthera
sp. and Nicotiana tabacum exposed to increasing concentrations of this element
in nutrient solution. Two independent experiments were carried out in a
completely randomized design. The treatments consisted of five increasing doses
of Cd (0; 5; 10; 25 ¢ 50 pmol L™ supplied as CdSO,) and four replications. Upon
42 days, the shoot and the root system were collected, then obtaining the dry
matter as well as measuring the nutrients and the Cd concentration. The results
showed that an increase of Cd concentration in nutrient solution did not affect
the dry matter production of shoot and root when the plant being tested was
Alternanthera sp, but it caused a production decrease in shoot and root biomass
of Nicotiana tabacum, in addition to signs of severe Cd toxicity symptoms. The
tests on Cd concentrations affected the accumulation of nutrients by Nicotiana
tabacum and Alternanthera sp. The shoot to root ratio for Cd concentration in
Alternanthera sp. was smaller than 1 in all treatments. However, Cd
concentration in the shoots of Alternanthera sp. reached 100 pg g at 25 pmol
L' Cd in solution. The Alternanthera sp. is a Cd accumulator plant and can be
used in phytoremediation programs to stabilize areas contaminated with this
element.
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3 INTRODUGCAO

O cadmio (Cd) € reconhecido como um poluente que causa impactos
negativos na saide humana e no meio ambiente. Contaminagdes ambientais com
Cd sdo freqiientes em areas contendo rejeito de mineragdo de Zn, composto de
lixo e lodo de esgoto, industrias de plastico e lubrificante e, em alguns casos,
onde ocorre a aplicacdo de fertilizantes fosfatados ricos em Cd (Bergmann,
1992; Kirkham, 2006). Apesar do Cd nfo ser um elemento essencial para o
metabolismo das plantas, os ions de Cd™ sio rapidamente absorvidos pelas
raizes e translocados para a parte aérea na maioria das espécies, podendo, desta
forma, entrar na cadeia troéfica. Muitos trabalhos t€ém sido publicados a respeito
de danos fisiologicos provocados pelo excesso de metais em plantas e relatam os
efeitos toxicos: mudangas na permeabilidade da membrana celular, rea¢des de
grupos tidlicos com os cations metalicos, afinidade com grupo fosfato do ADP e
ATP e inativacdo de enzimas e proteinas funcionais (Santos et al., 2006). Nos
animais, o Cd se acumula principalmente nos rins, figado e 6rgaos reprodutivos
(Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007).

A contaminagdo com Cd tem ocorrido no mundo todo (Kirkham, 2006).
Grande esfor¢o tem sido feito e diversas técnicas de remediacdo sdo utilizadas
visando a recuperagdo de solos contaminados com esse elemento. Uma das
alternativas para se recuperar a funcionalidade e a diversidade desses
ecossistemas ¢ a fitorremediacdo. Esta apresenta inimeras vantagens, dentre elas
a sua natureza permanente, combinada aos baixos custos de manutencdo, a
prote¢do contra a erosdo eodlica e hidrica, a melhoria na estrutura do solo, ao
aumento da fertilidade do solo e a recuperacdo da estética aérea do solo (Accioly
& Siqueira, 2000; Wei et al., 2004). A fitorremediagdo apresenta custo

relativamente baixo, provavelmente, sua principal vantagem quando comparada
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com técnicas convencionais de remediacdo (Salido et al., 2003), desta forma,
comporta-se como uma atrativa op¢ao para a despolui¢ao de solos com metais
pesados, principalmente em paises em desenvolvimento, nos quais
financiamentos para recuperacdo ambiental sdo escassos (Nascimento & Xing,
2006). O custo da remediacdo convencional ¢ de aproximadamente 30 a 300
dolares por m’, enquanto que a fitorremediagdo pode custar 0,05 dolares por m’
(Cunningham et al., 1997), ou de 20 a 80 ddlares por tonelada (Ensley, 2000).

A fitorremediagdo prevé varios mecanismos de despolui¢do, sendo que
para areas contaminadas com elementos-trago destaca-se a fitoestabilizagdo e a
fitoextragdo. A fitoestabilizac¢do visa a reduzir o potencial de dano ao ambiente,
pela reducdo da mobilidade e disponibilidade do contaminante no solo, sendo as
plantas, neste caso, escolhidas por tolerar as condi¢des da area, controlar a
erosdo e a lixiviacdo e evitar a translocacdo do contaminante para a parte aérea.

A fitoextragdo consiste na absor¢do e acumulagdo de elementos-trago na
parte aérea de plantas (Santos et al., 2006). O potencial de fitoextracdo depende
da interagdo entre solo, metal, planta e microrganismos de solo (Lasat, 2002). A
planta ideal para fitoextracdo de elementos-traco deve ser tolerante aos seus
altos niveis, acumular grandes quantidades na parte aérea, ter alta taxa de
crescimento, produzir muita biomassa e ter sistema radicular abundante (Garbisu
& Alkorta, 2001; Vassilev et al., 2002). A translocagdo do contaminante da raiz
para a parte aérea facilita a retirada do contaminante, e, no final do ciclo da
planta, quando a parte aérea ¢ colhida, estas poderdo ser dispostas em aterros
sanitarios ou recicladas para a recuperagdo do metal (Cunningham & Ow, 1996),
ou utilizadas como biocombustivel (Schroder et al., 2008).

Plantas com alto fator de bioacumulagdo (FB) — concentracdo do
elemento na planta em relagdo a concentragdo do elemento no solo (FB>1) —
apresentam habilidade para a fitoextragdo e quanto maior este coeficiente, maior

a absor¢@o do contaminante (Gonzéales & Gonzales-Chavez, 2006; Branquinho
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et al.,, 2007). Por outro lado, plantas com baixo fator de translocagdo (FT) —
concentragdo do elemento na parte aérea em relagdo ao elemento nas raizes
(FT<1) — apresentam habilidade para fitoestabilizacdo (Lubben & Saueerbeck,
1991; Baker & Whiting, 2002; Gonzélez & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et al.,
2006; Branquinho et al., 2007).

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

A hiperacumulagdo de metais ¢ um raro fendmeno em plantas superiores
terrestres. Aproximadamente 400 espécies de plantas sdo identificadas como
hiperacumuladoras de metais, representando menos de 0,2% de todas as
angiospermas (Baker & Brooks, 1989; Baker et al., 2000). A descoberta de
plantas com capacidade de acumular grandes quantidades de metais
(hiperacumuladoras) resultou em avangos em seu uso para remediagdo de solos
contaminados (Baker, 1981). Os fatores considerados primordiais para uma
planta ser considerada hiperacumuladora apresentam diferentes interpretacdes, o
que permite divergéncias conceituais entre autores. Baker et al. (2000) considera
como hiperacumuladora, a planta que tenha habilidade para absorver e reter na
parte aérea (caule e folhas) no minimo 100 mg kg de Cd. Shen & Liu (1998)
sugerem que plantas hiperacumuladoras sdo aquelas que apresentam em seu
tecido concentracdo de elemento-trago cerca de 10 a 500 vezes maior que as
concentragdes encontradas na maioria das plantas (no caso especifico de Cd, 1
ug g). Outros autores sugerem como hiperacumuladoras, plantas com FT e FB

superior a 1 (Baker & Whiting, 2002; Gonzalez & Gonzales-Chavez, 2006;
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Yoon et al., 2006; Branquinho et al., 2007). As plantas possuem grande variagado
na tolerancia e habilidade em absorver e transportar Cd. Diferengas na
capacidade de acumulagdo e na localizacdo do Cd parecem ser os fatores que
mais se relacionam com a tolerancia da planta quando exposta a esse elemento
(Obata & Umebayashi, 1993). Exemplos de algumas espécies
hiperacumuladoras de Cd, segundo critério proposto por Baker et al. (2000) s&o

apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 Concentragdo de cddmio na raiz e folhas de algumas espécies de
plantas hiperacumuladoras.

[Cd] raiz [Cd] folhas
Espécies Referéncia:
el 4¢3 g’l --------------
Sedum jineanum 937 474 Xu et al. (2009)
Chromolaena odoratum 110,6 166 Phaenark et al. (2009)
Gynura pseudochina 76,3 4577 Phaenark et al. (2009)
Impatiens violaeflora 185 2123 Phaenark et al. (2009)
Justicia procumbens 527,4 548 Phaenark et al. (2009)
Echinocloa polystachya 299 233 Solis-Dominguez et al. (2007)
Phragnytes karka 53 399,5 Ghosh & Singh (2005)
Solanum nigrum 96,3 124,6 Wei et al. (2005)
Viola baoshnensis 981 1168 Wei et al. (2004)
Arabidopsis halleri 660 157 Bert et al. (2003)
Thlaspi caerulescens - 116 - 263 Lombi et al. (2001)
Diantus chinenses - 115 Chen & Lee (1997)

As informagodes sobre hiperacumuladoras de clima tropical s8o escassas
(Brooks, 1998). A maioria das espécies estudadas ¢ de clima temperado e tem a
desvantagem de produzir pequena quantidade de biomassa. Além disso, o
nimero de hiperacumuladoras de Cd ¢ restrito, tornando-se necessaria a

identificagdo de novas hiperacumuladoras de Cd para subsidiar a técnica da
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fitorremediagdo em areas contaminadas com esse elemento-trago (Wei et al.,
2004).

Importante fonte potencial de espécies apropriadas para a
fitorremediagdo ¢ a vegetagdo encontrada naturalmente em areas contaminadas,
pois essas plantas apresentam-se adaptadas ao ambiente estressante (Watanabe,
1997; Alkorta et al., 2004; Carrilo-Gonzalez & Gonzalez-Chavez, 2006; Gisbert
et al., 2008).

Um exemplo desta situagdo ¢ o genotipo de planta encontrado em area
de mineracdo de calamina (minério de zinco), identificado como do género
Pfaffia (Alternanthera), conhecida vulgarmente por calaminaceae, o qual se
mostrou bem adaptado as condi¢cdes de multicontaminag¢ao por zinco, cobre,
cadmio e chumbo em relagcdo a outras espécies estudadas (Accioly & Siqueira,
2000). Em estudo com a Pfaffia sp., Carneiro et al. (2002) constataram que as
concentragdes de Cd na parte aérea aumentaram linearmente com a
contaminagdo, atingindo valores superiores a 100 pg g de Cd. A partir desse
resultado, esses autores puderam indicar esta planta como hiperacumuladora de
Cd, fato que até entdo ndo havia sido relatado na literatura com relagdo a este
género de plantas.

Estudos com esse enfoque ndo sdo conhecidos nas condigdes brasileiras,
onde a contaminagdo do solo e a existéncia de areas degradadas pelo excesso de
elementos-trago sdo cada vez mais numerosas. Portanto, o conhecimento do
comportamento de espécies herbaceas com potencial para fitorremediagdo
dessas areas se reveste de maior importancia (Carneiro et al., 2002).

Com o intuito de facilitar o entendimento da absor¢do de metais em
plantas acumuladoras e tolerantes, experimentos em solugdo nutritiva tém sido
realizados, pois este sistema tem sido uma ferramenta para determinar a
eficiéncia de absorcdo e a tolerancia a metais pesados em espécies com potencial

de fitorremediag¢ao (Marchiol et al., 2004).
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Diante da importancia da fitoextragdo como técnica remediadora para
areas contaminadas por metais pesados (cadmio), depreende-se, pois, da
necessidade de estudos que relacionam a tolerancia de espécies de clima
tropical, desenvolvidas em niveis crescentes de contaminagdo, com os aspectos
fisiologicos dessas plantas, para que possam ser efetivamente cultivadas como
fitoextratoras nas areas contaminadas no Brasil. Acredita-se que a espécie
Alternanthera sp., herbacea comumente encontrada em area de mineragdo de
zinco, possa ser utilizada em programas de fitorremediagdo de solos
contaminados com Cd.

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a fitotoxidez de Cd para a
Alternanthera sp. em relagdo a Nicotiana tabacum como espécie indicadora
(controle) e avaliar o potencial fitoextrator de Cd da Alternanthera sp. e
Nicotiana tabacum expostas a concentragdes crescentes deste elemento em

solugdo nutritiva.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo das plantas

O local escolhido para a coleta de sementes de Alternanthera sp. foi a
area da Companhia Mineira de Metais (CMM), localizada na cidade de Vazante,
noroeste do estado de Minas Gerais.

Inicialmente, foi realizado um teste com as sementes de Alternanthera
sp. que foram colocadas para germinar em caixas gerbox, com papel tipo CEL-
065 umedecido e mantidas em germinadores com temperatura de 20 a 35 °C. A
medida que germinavam, eram transferidas para bandejas de isopor contendo
200 células, com substrato comercial Plantmax. As plantulas foram mantidas em
casa de vegetacdo climatizada até desenvolverem 6 folhas definitivas. Plantas
com altura e idade semelhantes foram selecionadas, seu sistema radicular foi
lavado em agua destilada para a retirada do excesso de substrato. As plantas
foram transferidas para vasos de 2 litros, uma planta por vaso, contendo solugio
nutritiva de Clark com 50% da for¢a i6nica original (solugdo de adaptagdo), sob
aeracdo constante e pH ajustado para 5,5.

As sementes de fumo (Nicotiana tabacum) foram obtidas no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras e as mesmas
foram semeadas em bandejas de isopor contendo 200 células, com substrato
comercial Plantmax e irrigadas diariamente. Apds a germinagdo, as plantulas
foram mantidas em casa de vegetagcdo climatizada até desenvolverem 4 folhas
definitivas e, posteriormente, passaram por processo semelhante ao descrito para
as plantulas de Alternanthera sp.. O fumo foi utilizado como planta controle
para facilitar a visualizagdo da susceptibilidade a toxidez de Cd em relagdo a

Alternanthera sp.
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As plantulas de Alternanthera sp. e de Nicotiana tabacum permaneceram
em solu¢do de adaptacdo por 1 semana e, entdo, foram transferidas para solucao
de Clark com a forca ionica original por mais 2 semanas, sob aera¢ao constante
e pH ajustado para 5,5. A solu¢do nutritiva foi preparada conforme Clark (1975)
com reagentes p.a. e continha: 7,26 mmol L' N-NOs ; 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 pumol L' Mn; 2 pmol L' Zn; 0,5 umol L' Cu; 19 umol L' B;
0,60 pmol L™ Mo; e 38 pmol L' Fe complexado com Na,-EDTA.

Para o preparo das solu¢des estoque e padrdes foi utilizada agua
deionizada. Toda a vidraria utilizada foi lavada com solugdo de acido cloridrico
30% (v/v) e, entdo, enxaguada trés vezes em agua destilada antes do uso.

Antes de serem expostas as concentracdes de Cd, todas as raizes das
plantulas foram pigmentadas, através da imersdao em suspensdo de agua destilada
e p6 fino de carvdo ativo e, posteriormente, enxaguadas em agua destilada,
conforme metodologia descrita por Schat & Ten Bookum (1992). Esse método
permitiu a visualizagdo do crescimento radicular, pois, inicialmente, todo o
sistema radicular estava escuro e toda a raiz formada apos a exposi¢do ao Cd

apresentaria coloragao clara.

4.2 Condugéo experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em cultivo
hidroponico.

Ensaios independentes foram realizados para fitoextragdo de Cd por
Alternanthera sp. e por Nicotiana tabacum. Os tratamentos foram constituidos
de concentragdes crescentes de Cd (0; 5; 10; 25 e 50 pumol L', fornecido como

CdSO,4), com quatro repetigdes, dispostas em delineamento inteiramente
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casualizado, totalizando 20 parcelas para cada experimento. Os vasos utilizados
apresentavam capacidade de 2 L e continham uma tnica planta.

Apos trés semanas de adaptacdo em solugdo nutritiva de Clark, as
plantas foram expostas as concentragdes de Cd. As solucdes foram renovadas
semanalmente e o pH mantido em 5,5 com adi¢cdo de NaOH ou HCI 0,1 mol L
quando necessario o ajuste.

As plantas foram mantidas por um periodo de 42 dias em exposi¢do ao
Cd, periodo no qual foram observados 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 solugao
de 4cido cloridrico 10% (v/v) por um minuto e em seguida enxaguadas em agua
deionizada. Em seguida, 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 balanga de precisdo (0,01 g) que em seguida foi moida em
moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38 mm, para ser

analisada quimicamente.

4.3 Analise de Cd e nutrientes nas plantas

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 microondas com tubos de
Teflon® PTFE a pressao 0,76 MPa por dez minutos. A temperatura alcancada 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 agua destilada. A partir dos
extratos, o teor de cadmio, calcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco
foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica, usando

equipamento Perkin Elmer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama, o teor
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de potassio foi determinado por fotometria de chama, o teor de fosforo por
colorimetria ¢ o teor de enxofre por turbidimetria (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, 1999). O controle ¢ a garantia da
qualidade dos resultados das andlises de Cd e nutrientes foram assegurados pelo
uso de material de referéncia Tomato Leaves, do NIST (SRM 1573a, National
Institute of Standards and Technology — NIST) em cada bateria de anélise, bem
como de uma amostra em branco. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com
recuperacao de 74% a 122%.

O acumulo de cadmio, ou fitoextracdo de Cd por planta, foi calculado
através da multiplicagdo da matéria seca produzida na parte aérea pela
concentragdo de Cd no tecido vegetal.

A especiacdo do caddmio em solucdo nutritiva foi obtida através do
programa Visual Minteq versdo 2.53 (Gustaffson, 2007) objetivando verificar as

principais formas de Cd em cada concentracdo estudada e sua disponibilidade.

4.4 Calculo do FB, FT e dose critica de toxidez

A habilidade das plantas em tolerar e acumular elementos-trago ¢ util
para a identificagdo de plantas com proposito de fitoextragdo e fitoestabilizacao.
Esta habilidade pode ser mensuravel através do fator de bioacumulagdo (FB) e
do fator de translocag¢do (FT), que s3o definidos como a concentracdo do
elemento na planta em relagdo a concentracdo do elemento no solo e
concentragdo do elemento na parte aérea em relacdo a concentragdo do elemento
nas raizes, respectivamente. Como o experimento foi realizado em solugdo
nutritiva utilizaram-se, para os calculos, as concentragdes dos elementos
presentes em solugdo, conforme férmulas abaixo:

FB = [Cd] parte acrea / [Cd] sotugio € [Cd] raiz / [Cd] sotugao

TF = [Cd] parte aérea / [Cd] raizes
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onde [Cd] parte acrea € [Cd] raizes T€presentam a concentragdo do elemento na parte
aérea e nas raizes, respectivamente (ug g‘l), enquanto [Cd] o € @
concentragio do elemento em solugio nutritiva (mg L) (Lubben & Sauerbeck,
1991; Srivastana et al., 2000; Baker & Whiting, 2002; Wei & Chen, 2006; Wei
et al., 2006; Gonzalez & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et al., 2006; Branquinho
et al., 2007; Jankong et al., 2007; Wang et al., 2007).

Os niveis criticos de toxidez de Cd na solugdo nutritiva (concentragdao do
elemento que reduz em 50% a produg@o de matéria seca da parte aérea e raizes)
foram estimados com base nas equagdes de regressdo obtidas em cada espécie,

em resposta as concentragdes do elemento em solugao.

4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) com Espectrometria de
Energia Dispersiva (EDS)

Segmentos de tecidos de raizes e folhas de Alternanthera sp. foram
coletados ap6s dez dias de exposi¢do ao Cd e analisados para determinar
modificagdes induzidas pela presenca do elemento. Os segmentos, com 2 cm de
largura e 3 cm de altura, foram lavados em agua deionizada e imersos em
fixador Karnovsk modificado, composto por glutaraldeido 2,5%, formaldeido
2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,05 mol L pH 7,2, CaCl, 0,001 mol L
por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi feita a transferéncia do material
para glicerol 30% por 30 minutos. Apos esta etapa, foi feita a imersdo do
material em nitrogénio liquido e feita sua fratura sobre uma superficie metalica
resfriada com nitrogénio liquido, utilizando-se um bisturi. A pds-fixacdo foi
realizada com imersao em solucdo de tetroxido de dsmio 1% em agua, por uma
hora, a temperatura ambiente, em capela de exaustdo. Apds esse periodo, as
amostras foram lavadas por trés vezes em agua destilada e, em seguida,
desidratadas com gradiente em acetona (25, 50, 75, 90 e 100%, por trés vezes).

As amostras foram levadas ao aparelho de ponto critico, para completar a
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secagem, montadas em porta-espécime (Stubs) e cobertas por uma fina camada
de ouro. As amostras foram observadas em Microscopio Eletronico de
Varredura (MEV) com Espectrometria de Energia Dispersiva (EDS),
equipamento Jeol JSM — T300.

4.6 Analises estatisticas

Os resultados da produgdo de matéria seca ¢ as concentragdes de Cd e
nutrientes na parte aérea e raizes foram submetidos a analise de variancia, por
meio do uso do programa estatistico Sisvar. As equacdes de regressdo foram
escolhidas pelo melhor ajuste, através do programa Table Curve 2D for
Windows v. 2.03 (Jandel Corporation). O coeficiente de correlacdo de Pearson
foi utilizado para determinar relagdes significativas entre a concentracao de Cd e

cada nutriente (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn) na parte aérea.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de matéria seca

As plantas de Alternanthera sp. tiveram o crescimento aparentemente
normal em todas as concentragdes de Cd testadas. O aumento das concentragoes
de Cd ndo exerceu efeito significativo sobre a producao de matéria seca da parte
aérea, raizes e, consequentemente, da matéria seca total de Alternanthera sp.
(Figura 1). Conforme Barcel6 & Poschenrieder (1990), o sintoma mais
caracteristico de toxidade por elementos-trago ¢ a redugdo do crescimento da
planta. Em experimento realizado por Vasiliadou & Dordas (2009), com
diferentes cultivares de fumo expostas a doses crescentes de Cd em solo, foi
observado que o numero de folhas por planta foi afetado pelos niveis de Cd,
sendo que na concentragdo 300 mg L' as plantas apresentaram um menor
numero de folhas, tendo sido constatado ainda que a toxidez de Cd afetou o
crescimento das plantas.

No entanto, para Nicotiana tabacum houve um decréscimo significativo
na matéria seca da parte aérea, raizes e total (Figura 1). Resultados semelhantes
foram encontrados por outros autores, em experimentos com outras espécies,
demonstrando que o incremento na concentracdo de Cd no meio de crescimento
pode diminuir o crescimento e o desenvolvimento, afetando o nimero de folhas,
a area ¢ o desenvolvimento foliar (Haag-Kerwer et al., 1999; Sandalio et al.,
2001; Liu et al., 2007).

De acordo com Brown et al. (1994), em solucdes de solo contendo
concentragdes de Cd superiores a 35 umol, somente hiperacumuladoras de Cd

poderiam crescer.
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Nicotiana tabacum, uma espécie que absorve Cd e é conhecida como

uma eficiente acumuladora de Cd (Lugon-Moulin et al., 2004), apresentou

reducdo de 50% na produgdo de matéria seca de parte aérea e raizes nas
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concentragdes 14,5 pmol L™ ¢ 25,7 umol L' de cadmio em solugdo (dose critica
de toxidez), respectivamente. Este resultado demonstra que a parte aérea do
fumo ¢ mais afetada pelo aumento das concentragdes de cadmio que as raizes.
As plantas de Nicotiana tabacum apresentaram sintomas tipicos de toxidez a
partir da segunda semana de exposi¢do, o que ndo foi observado em
Alternanthera sp.. Os sintomas apresentados foram clorose foliar, necrose,
reducdo do crescimento de raizes e parte aérea e distirbio no balango hidrico da
planta (murchamento), sintomas descritos também por Di Toppi & Gabbrielli
(1999) e Soares et al. (2005). A redug@o do crescimento pode estar relacionada
ao efeito fitotoxico do Cd na extensibilidade ou sintese de material de parede
celular (Barceld & Poschenrieder, 1992).

O fato da Alternanthera sp. ndo ter diminuido a produ¢do de matéria
seca, mesmo nas concentragdes mais elevadas, demonstra sua tolerancia a esse
elemento-trago, o que reafirma a hipotese de que as plantas tolerantes sdo
endémicas de solos poluidos e sugere significativa adaptacdo ecofisiologica,
manifestando resisténcia a contaminag¢ao do solo com elementos-traco. Portanto,
esta tolerancia afirma o seu potencial para ser utilizada como espécie

fitoextratora em areas com elevados teores de Cd.

5.2 Especiacéo de Cd na solugéo
Resultados da especiagdo de Cd na solugdo nutritiva de Clark na maior
concentragdo (50 pmol L) revelaram que 70,53% do Cd estava na forma
CdEDTA®, 25,73% como Cd?, 122% como CdSOuug 0,91% como
CdHPO4(aq), 0,90% como CdCl", 0,37% como CdANO;" e 0,34% como CdEDTA”
1

. Isso evidencia que 100% do elemento estava dissolvido em solucdo e

prontamente disponivel para ser absorvido pelas plantas.

5.3 Concentragdo e acimulo de Cd nas plantas
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Com o acréscimo de cadmio na solugdo, houve um acréscimo na
concentragdo desse elemento em ambas as plantas (Figura 2). Na Alternanthera
sp., a concentracdo de Cd na parte aérea foi menor que a concentracdo nas
raizes, [Cd]parte acrea < [CdJraizes: Resultados semelhantes foram encontrados em
diversos estudos com angiospermas, Agrotis tenuis e Armeria maritima ssp.
halleri, crescendo proximo a local de fundigdo de metais (Dahmani-Muller et al.,
2000), em populagdes tolerantes a Cd de Silene vulgaris (Verkleij & Prast,
1989), em Carex rostrata, Eriphorum angustifolium e Phragmites australis
presentes em area de mineragdo (Stoltz & Greger, 2002). Em contraste, altas
concentragoes nas folhas em relagdo as raizes tém sido encontradas em
hiperacumuladoras Thlaspi caerulescens, Arabidopsis halleri (Dahmani-Muller
et al., 2001; Keller et al., 2003), Viola baoshanensis (Wei et al., 2004) e
Solanum nigrum (Wei et al., 2005), mas também em espécies ndo acumuladoras
como Brassica juncea, Nicotiana tabacum, Zea mays e Salix viminalis (Keller et
al., 2003).

As concentra¢des de Cd na parte aérea ¢ nas raizes de Alternanthera sp.
aumentaram linearmente com o aumento da concentragdo de Cd na solugdo
nutritiva. O valor estimado de [Cd].i.s para a maior concentragdo de Cd na
solugdo (50 pumol L) foi 808,82 ng g', enquanto que para [Cd]parte acrea fol
235,88 pg g'. Estudos anteriores tém demonstrado que plantas podem sofrer
toxidez quando a concentragio de Cd no tecido vegetal é de 3 a 10 pg g de
matéria seca (Balsberg-Pahlsson, 1989; Polle & Schiitzendiibel, 2003; Ghosh &
Singh, 2005), supreendentemente a concentragdo de Cd na parte aérea de
Alternanthera sp ¢ superior a esta faixa normalmente toleravel para a maioria
das espécies e mesmo com a concentragio de Cd acima de 200 pg g ndo
apresentou sintomas visiveis de toxidez e ndo houve inibigdo do crescimento das
plantas conforme demonstrado na Figura 1, 3 e 4. A elucidacdo dos mecanismos

bioquimicos e moleculares de homeostase do Cd na parte aérea e raizes de
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Alternanthera sp. é fundamental e, portanto, serd imprescindivel em um futuro

estudo.
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FIGURA 2 Concentracdo de Cd na parte aérea, nas raizes e acumulo em

plantas de Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum em fungio de
concentragdes crescentes de cadmio em solugdo nutritiva. NS=nao
significativo.
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FIGURA 3

[
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Plantas de Alternanthera sp. em solug¢do contendo concentragdes
crescentes de Cd. Foto obtida no 42° dia apés a exposi¢do (os
valores em cada vaso representam a concentragdo de Cd na
solugdo em pumol L™).
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50 pmol L* controle 50 umol L*

FIGURA 4 Crescimento da parte aérea e raizes de plantas de Nicotiana
tabacum (A) e Alternanthera sp. (B) em solugdo nutritiva controle e
com 50 umol L™ de Cd.

Esse resultado demonstra que Alternanthera sp. tem a capacidade de
hiperacumular Cd na parte aérea e, consequentemente, ¢ uma espécie com
potencial para ser usada como fitoextratora. O valor estimado de [Cd]soneao para
a obtengdo de 100 pg g de Cd na parte aérea, valor minimo necesséario para
torna-la hiperacumuladora, foi de 24 pmol L. Levando em consideragio que
ndo houve reducdo na produgdo de matéria seca, o potencial de acumular Cd
poderia ainda ser mais alto do que o valor encontrado nesse estudo. Soéliz-
Domingues et al. (2007) observaram que a hiperacumuladora Echinochloa
polystachya s6 atingiu concentragdes superiores a 100 pg g na matéria seca

apos a concentragdo de 100 mg L™ (892 umol L) na solugio nutritiva. J4 Wei et
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al. (2004) observaram que a hiperacumuladora Viola baoshanensis, crescendo
em solugdo nutritiva, atingiu a concentragio de 4825 ug g de Cd na matéria
seca quando a concentragdo de Cd na solugio era de 50 mg L™ (446 pmolL™).

Ja Nicotiana tabacum apresentou maior concentragdo de Cd nos tecidos
vegetais que a Alternanthera sp., embora tenha apresentado drastica redugdo no
crescimento e producdo de matéria seca, com sintomas visiveis de toxidez a

partir da concentragdo 10 pmol L' (Figura 4 ¢ 5).

#
Cidmio - controle
AN, o P

FIGURA 5 Plantas de Nicotiana tabacum em solugdo contendo concentragdes
crescentes de Cd. Foto obtida no 21° dia ap6s a exposicao (valores
em cada vaso representam a concentragdo de Cd na solucdo em
pmol L™).

Ressalta-se que a concentragdo de Cd foi maior na parte aérea que nas
raizes, [Cd] parte acrea > [Cd] raizes € que, a partir da concentragdo 25 pmol L, valor
critico de toxidez para as raizes, houve transferéncia de quantidades substanciais

de Cd para a parte aérea, o que pode explicar a elevada toxicidade deste
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elemento em concentragdes mais altas na solugao.

O actimulo de Cd refere-se ao total de Cd transportado para a parte aérea
e ¢ calculado pela concentragdo de Cd, na parte aérea, multiplicado pela
producdo de matéria seca da parte aérea. Esse pardmetro € muito importante para
avaliar o potencial de hiperacumulacdo da planta para ser utilizada na
fitorremediagdo (Yang et al., 2002). Com base nos resultados obtidos, pode-se
observar que o acumulo ou potencial de fitoextracdo de Cd pelas duas plantas
tende a se igualar (Figura 2), pois, apesar da concentragdo de Cd na parte aérea
de Nicotiana tabacum ter sido maior, a produgdo de matéria seca decresceu nas
maiores concentra¢des de Cd em solugdo, enquanto que em Alternanthera sp. o
aumento da concentracdo de Cd na solugdo nutritiva propiciou um aumento
linear na concentragdo de Zn da parte aérea sem comprometer a sua producdo de

matéria seca.

5.4 Coeficientes de bioacumulacéo e translocacdo

Diversos trabalhos tém destacado a importincia dos fatores de
bioacumulagdo (FB>1) e translocagcdo (FT>1) para a classificagdo da planta
como hiperacumuladora (Lubben & Saueerbeck, 1991; Baker & Whiting, 2002;
Wei et al., 2004; Wei et al., 2005; Gonzales & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et
al., 2006; Branquinho et al., 2007). O FT demonstra a eficiéncia da planta no
transporte do elemento das raizes para a parte aérea, enquanto o FB avalia a
eficiéncia da planta em acumular o elemento em relagdo a uma determinada
concentragdo (Nascimento & Xing, 2006).

Os fatores de bioacumulacdo e translocacdo para Alternanthera sp. e

Nicotiana tabacum sao apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 Fatores de translocagdo e bioacumulagdo (parte aérea e raiz) para
cadmio em plantas de Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum
expostas a concentragdes crescentes de cadmio em solugdo
nutritiva (desvio padrdo entre paréntesis).

Tratamentos Fator

Bioacumulagdo

-1 Transl a ;
Cd (umol L™) ransiocagao Parte aérea Raiz

5 0,268 a (0,040) 34 a(7) 127 a (18)
10 0,250 a (0,105) 32 a(9) 136 a (36)
25 0,290 a (0,103) 44 a(7) 160 a (36)
50 0,303 a (0,038) 42 a(4) 141 a (32)
Nicotiana tabacum ------------—-—-————-
5 1,113 b (0,261) 585a(136) 559 a(229)
10 0,808 b (0,226) 439 ab (38) 575 a (166)
25 1,143 b (0,432) 382 b (95) 371 ab(154)
50 1,945 a (0,504) 278 b (38) 159 b (40)

Os resultados mostram que Alternanthera sp. nio apresentou diferenga
no FT e FB (parte aérea e raiz) nas diferentes concentragdes de Cd. O FT nao foi
superior a 1 em nenhuma concentragdo, ou seja, pode haver uma certa restrigao
na translocacdo para a parte aérea, pois [Cd]wmi; > [Cd]parte acrea- Mas, apesar da
restricdo na translocacdo do Cd para a parte aérea os teores encontrados na
planta sdo elevados

Para tentar minimizar os efeitos adversos a exposi¢ao de elementos-trago
as plantas desenvolveram uma variedade de mecanismos de tolerdncia a esses
elementos. Conforme Baker (1987), os mecanismos responsaveis pela tolerancia
de plantas a metais incluem a exclusdo e a acumulagao. Na exclusdo a absor¢do
¢ evitada, o que previne a entrada de ions no citosol. A imobiliza¢cdo de Cd na

parede celular das raizes € a primeira importante barreira contra o estresse

71



promovido pelo Cd (Nishizono et al., 1989) e ha uma restri¢do na translocacao
para a parte aérea (Baker, 1987). A imobilizacdo nas células da raizes,
juntamente com os valores de FT baixos (Baker, 1987), associado a FB<I
(Lehmann & Rebele, 2004) podem caracterizar mecanismo de exclusdo,
visando a minimizar a toxidez do Cd (Baker, 1987). Ja a acumulagdo de metais é
caracterizada por mecanismo fisioldgico que permite a absor¢do e acumulagdo
de elevadas concentracdes de metais pelas plantas, na parte aérea, com a
compartimentalizagdo em vactiolo (Baker, 1987; Dahmani-Muller et al., 2000).

Shi & Cai (2009), estudando oito espécies com potencial para producio
de biocombustivel submetidas a concentracdes crescentes de cadmio,
observaram que o fator de transferéncia de Cd das raizes para a parte aérea foi
baixo. Soéliz-Domingues et al. (2007), em experimento com a graminea
hiperacumuladora E. polystachya, encontraram nas concentragdes de 10 mg L™
de Cd (89 pmol L™") e 100 mg L™ de Cd (892 umol L) os seguintes valores de
FT: 0,52 ¢ 0,77, respectivamente. Ja a hiperacumuladora Viola baoshanensis
apresentou o FT maior que 1 em todas as concentragdes de Cd estudadas em
solugdo nutritiva e a média do FB da parte aérea foi de 2,38 (Wei et al., 2004).
Da mesma forma, Solanum nigrum também apresentou FT maior que 1, sem
redugdo de crescimento, até a concentragio 25 pg g”' de Cd no solo, sendo o FB
da parte aérea de 3,17 (Wei et al., 2005). Também foi encontrado FT superior a
1 na hiperacumuladora Sedum jinianum quando exposta a concentragdes de 50 a
200 pmol L' de Cd. Entdo, se comparada & maioria das hiperacumuladoras,
Alternanthera sp. apresentou baixo FT, mas atingiu a concentragdo de Cd na
parte aérea necessaria para torna-la hiperacumuladora.

Nicotiana tabacum apresentou FT superior ao encontrado pela
Alternanthera sp. em todas as concentra¢des e valor proximo ou igual a 1, sendo
que na maior concentrago (50 pmol L de Cd) houve um aumento significativo

do FT, atingindo aproximadamente o valor 2. No entanto, esse resultado ndo
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pode ser interpretado de maneira isolada, pois, ndo houve restricdo na
translocac¢do de Cd por Nicotiana tabacum, nio pela eficiéncia de translocagao,
mas sim pela falta de um mecanismo de tolerancia, como a exclusdo, pois, a
planta acumulou tanto Cd na parte aérea que apresentou sintomas de toxidez,
caracterizados pela reducdo drastica no crescimento e clorose das folhas; se
ficasse exposta por mais tempo a essa concentragdo teria morrido (figuras 3 e 5).

O fator de bioacumulagio da parte aérea é a propor¢do da concentragéo
da parte aérea em relagdo a concentracdo da solucdo e esse fator em Nicotiana
tabacum foi superior ao de Alternanthera sp. e em ambas os valores foram
superiores a 1 em todas as concentragdes. Para Alternanthera sp., o FB das
raizes foi maior que o FB da parte aérea, reafirmando a restricio na
translocagdo. Entretanto, o valor de BF (parte aérea e raiz) demonstra a
eficiéncia da planta em acumular o elemento sem redugdo no crescimento e os
valores encontrados nesse estudo foram altos em relacdo ao FB de outras
hiperacumuladoras. A hiperacumuladora Viola baoshanensis apresentou a média
do FB da parte aérea igual a 2,38 (Wei et al., 2004). Da mesma forma, Solanum
nigrum apresentou FB da parte aérea igual a 3,17 (Wei et al., 2005).

A acumulacao de metais € caracterizada por mecanismo fisiolégico que
permite a absor¢do e acumulagdo de elevadas concentracdes de metais pelas
plantas na parte aérea (Baker, 1987; Dahmani-Muller et al., 2000). Isso ocorre
através da sintese de peptideos ou proteinas, como fitoquelatinas e
metalotioneinas, que complexam o Cd, através da compartimentalizagdo do Cd
em vacuolo e do aumento do sistema de defesa antioxidante, que sdo os
principais mecanismos envolvidos na destoxificagdo em plantas (Salt et al.,
1998; Lugon-Moulin et al., 2004; Kirkham, 2006).

Os resultados mostram que Alternanthera sp. acumula Cd nos tecidos,
mas tem certa restricdo em translocé-lo das raizes para a parte aérea. O padrdo

de absor¢do de Cd encontrado a classifica como uma espécie indicadora
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conforme a classificagdo de Baker, 1981, na qual a concentragdo de Cd interna
reflete a concentracdo externa, ou seja, com o aumento da concentragdo de Cd
na solu¢do, ha um aumento na concentragdo de Cd na parte aérea.

Esse estudo indica que o metal pesado Cd pode ser absorvido por
Alternanthera sp. e ser removido através da fitoextragdo. A eficiéncia da
fitoextragdo ¢ determinada pela quantidade total de Cd extraida pela planta, o
qual é dependente de dois fatores principais: a concentracdo do metal na matéria
seca e o total de biomassa produzida. A planta ideal para fitoextracdo seria
aquela com crescimento rapido, sistema radicular abundante e de facil
propagacdo (Ghosh & Sing, 2005). A Alternanthera sp., quando comparada a
hiperacumuladoras, possui uma maior produgdo de biomassa e concentragdes
elevadas de Cd na matéria seca e ndo apresenta dificuldades em propagagao,

além de possuir a vantagem de rebrotar apds o corte.

5.5 Concentracéo de nutrientes na planta e correlacdo com Cd

Poucos sdo os estudos que relacionam a influéncia da presenga do Cd
sobre a concentragdo de nutrientes nas plantas. Esforcos devem ser feitos para
conhecer as conseqiiéncias da presenga do Cd ndo s6 em termos de
sobrevivéncia das plantas, mas quanto aos seus efeitos sobre a nutrigdo, fator
essencial para o desenvolvimento das espécies vegetais. Desta forma, o
entendimento da relacdo entre a absor¢cdo de Cd e a nutricdo da planta ¢
essencial para o desenvolvimento de estratégias eficientes para o crescimento de
plantas e, consequentemente, a fitoextracdo desse elemento em programas de
fitorremediagao.

A presenga de Cd na solucdo afetou a concentracdo de todos os
nutrientes em Nicotiana tabacum e em Altenanthera sp., o potassio (K),

magnésio (Mg), cobre (Cu) e manganés (Mn) ndo foram alterados (Tabela 3).
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TABELA 3 Concentragdes de macro e micronutrientes na parte aérea das

plantas de Alternanthera sp. ¢ Nicotiana tabacum expostas a
concentragdes crescentes de Cd.

Concentragdes de Cd pmol L™

0 5 10 25 50 Equacao
Alternanthera sp.

gkg-l ok
P 0,7 0,6 0,2 0,3 0,4 y=0,176+0,02x-0,2x"° R>=0,76
K 243 21,2 253 23,6 22,6 N.S.
Ca 15,3 11,9 12,9 12,1 8,7 y=14,05-0,10x R?*=0,79""
Mg 2,0 1,7 22 1,8 1,9 N.S.
S 2,35 2,93 8,15 4,46 6,14 S.A.

mg kg
Cu 5.8 6,0 53 6,2 6,4 N.S.
Fe 77,6 63,6 40,0 363 30,5 y=31+47,9exp(-x/8,7) R’=0,95"
Mn 25,0 24,7 27,1 26,4 26,0 N.S.
Zn 37,9 39,4 34,7 32,8 31,0 y=37,91-0,154x R?=0,80

Nicotiana tabacum

gkg! .
P 1,7 2,6 2,6 4.4 6,1 y=1,88+0,088x R?=0,98
K 38,7 456 41,0 465 40,2 S.A.
Ca 13,8 16,7 15,1 22,4 27,3 y=14,15+0,27x R*=0,95""
Mg 3,9 3,8 3,2 4,2 5,0 y=3,94+0,07x-0,34x"° R?=0,86"
S 3,6 52 6,2 10,4 13,5 y=3,5+0,34x-0,0027x*> R*=0,99"

mg kg
Cu 9.4 12,6 13,6 19,2 21,3 ¥=9,50+0,53x-0,006x> R?*=0,99"
Fe 57,4 67,8 61,2 70,0 93,0 y=58,16+0,65x R*=0,90""
Mn 76,3 103,0 85,5 90,8 101,3 S.A.
Zn 63,8 80,6 82,2 93,0 98,8 y=64,1-0,36x+7,48x> R?*=0,99

N.S. = nio significativo; S.A. = sem ajuste, * significativo a 5%; ** significativo a 1%.

O aumento nas concentra¢des de nutrientes em Nicotiana tabacum
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ocorreu provavelmente devido a reducdo no crescimento, causando o efeito de
concentragdo. Esse fato pode ser confirmado pela correlagdo positiva entre as
concentragdes de Cd na parte aérea e a concentragdo de todos os nutrientes (P,
K, Ca, Mg, S, Cu e Fe), exceto o Mn (Tabela 4).

Por outro lado, o aumento da concentragdo de Cd na parte aérea das
plantas de Alternanthera sp. correlacionou-se negativamente com a
concentragdo de Ca, Fe e Zn na parte aérea (Tabela 4). Desta forma, com o
aumento da concentragdo de Cd, a concentragdo de Ca, Fe ¢ Zn diminui,
demonstrando que esses nutrientes possuem um comportamento antagénico com
o Cd. A correlacdo negativa entre Cd e Zn corrobora resultados encontrados em
outros estudos (Smith & Brennan, 1983; Cataldo et al., 1983; Vasiliadou &
Dordas, 2009).

TABELA 4 Correlagdo de Pearson entre concentragdes de cadmio e nutrientes
da matéria seca da parte aérea de plantas de Alternanthera sp. e
Nicotiana tabacum expostas a concentragdes crescentes de Cd.
(n=20 amostras)

. Cadmio na Parte Aérea
Nutrientes na Parte Aérea

Alternanthera sp. Nicotiana tabacum
P -0,39 N 091"
K 0,148 0,148
Ca 0,70~ 0,94 ™
Mg -0,06 N 0,56
S 0,37 0,96 ™
Cu 0,311 0,93 ™
Fe -0,69 0,79 ™
Mn 0,14 N8 0,38 N
Zn -0,56 " 0,76

N.S. = nio significativo; * significativo a 5%; ** significativo a 1%.
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5.6 Microscopia eletronica de varredura com Espectrometria de Energia
Dispersiva (EDS)

A observagdo da folha de Alternanthera sp. exposta a maior
concentragdo de Cd (50 pmol L'l) revelou a presenca de uma grande quantidade
de cristais (Figura 6), que ndo foram observados na folha da planta controle. No
entanto, o espectro de MEV/EDS da amostra nao revelou ser um cristal
composto por Cd (Figura 7). Os resultados demonstram que os cristais podem
ser compostos organicos de calcio, por exemplo, oxalato de calcio, pois, o
espectro do EDS mostrou picos de carbono, oxigénio e calcio. J& os picos de
6smio (Os) apresentados estdo relacionados a solucdo fixadora de tetréxido de
6smio que foi utilizada. As amostras das raizes ndo apresentaram modifica¢des
visiveis quando expostas a concentragdes crescentes de Cd na solugdo.
Provavelmente, devido ao curto periodo de exposi¢do da planta ao Cd, somente
10 dias, nao foi possivel a identificagdo desse elemento em estruturas de folhas e

raizes.

FIGURA 6 Micrografia de folha de Alternanthera sp. ap6s 10 dias de exposigdo
a 50 umol L' de Cd em solugdo nutritiva. (A) ampliada 1000
vezes; (B) ampliada 5000 vezes.
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FIGURA 7 Espectro de MEV/EDS da amostra de folha de Alternanthera sp.
demonstrando que nao foi detectada a presenca de Cd nos cristais.

Soéliz-Dominguez et al. (2007), observando tecidos de raizes e folhas de
E. polystachia, em microscopia de transmissdo, apds 52 dias de exposi¢do ao
Cd, encontraram a presenca desse elemento em vactiolos na concentragdo 100
mg L. Também foi observada a presenca de Cd no xilema, indicando o
transporte das raizes para as folhas.

Portanto, outros estudos com microscopia devem ser realizados visando
a observagdo da presenga de Cd no xilema e vactolo em Alternanthera sp., apds
um maior periodo de exposi¢do da planta a este elemento.

Pode-se afirmar que Alternanthera sp. foi uma importante descoberta
para ser usada como planta modelo para estudos de mecanismos de
hiperacumulagdo e destoxificagdo de Cd em plantas superiores de clima tropical.
Embora essa planta possa ser adicionada a lista das hiperacumuladoras, sera
necessario estudo sobre os mecanismos envolvidos na hiperacumulacao de Cd e

ensaio para conhecer o seu desempenho in situ.
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6 CONCLUSAO

A Alternanthera sp. ¢ hiperacumuladora de Cd e pode ser utilizada em
programas de fitorremediagdo para estabilizar areas contaminadas com altas
concentragdes desse elemento.

O Cd induziu modifica¢des anatomicas na folha de Alternanthera sp.

caracterizadas pela presenca de cristais.
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CAPITULO 3

FITOTOXICIDADE E POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE ZINCO
POR AMARANTHACEAE
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1 RESUMO

O zinco (Zn) ¢ um micronutriente essencial para o crescimento normal
das plantas. No entanto, em altas concentragdes pode induzir fitotoxidez e
retardar o crescimento das plantas. Este trabalho objetivou avaliar a fitotoxidez
de Zn para a Alternanthera sp. em relagdo a Nicotiana tabacum como espécie
indicadora (controle) e, avaliar o potencial fitoextrator de Zn da Alternanthera
sp. e Nicotiana tabacum expostas a concentragdes crescentes deste elemento em
solucdo nutritiva. Dois experimentos independentes foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado, sendo os tratamentos constituidos de
cinco doses crescentes de Zn (2; 50; 100; 200 e 300 umol L' fornecido como
ZnSQy4) e quatro repeticdes. Apds 42 dias, as plantas foram colhidas e a
producdo de matéria seca da parte aérea e raizes, assim como a concentracio de
Zn e nutrientes foram mensuradas. Os resultados mostraram que o aumento da
concentragdo de Zn na solugdo nutritiva ndo afetou a produgdo de matéria seca
da parte aérea e raizes quando a planta testada foi Alternanthera sp., mas causou
um decréscimo na producdo de biomassa da parte aérea e raizes a partir de 100
umol L™ de Nicotiana tabacum além da manifestagio de em sintomas severos de
toxidez na mais alta concentragdo de Zn. As concentragoes de Zn testadas
afetaram a acumulagéo de nutrientes por Nicotiana tabacum e Alternanthera sp..
A proporcao da concentracdo de Zn da parte aérea pela concentragdo de Zn na
raiz foi menor que 1 em Alternanthera sp. e em Nicotiana tabacum em todos os
tratamentos. O resultado indica que Alternanthera sp. ¢ uma planta indicadora
de Zn e pode ser usada em programas de fitorremediagao.
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2 ABSTRACT

Zinc (Zn) is an essential micronutrient for normal plant growth.
However, in high concentrations, it could cause toxicity-induced symptoms and
slow the plant growth. This study aimed at assessing the Cd phytotoxicity for
Alternanthera sp. for Nicotiana tabacum as an indicator species (control), and it
aimed at assessing the Zn phytoextraction potential by Alternanthera sp. and
Nicotiana tabacum exposed to increasing concentration of this element in
nutrient solution. Two independent experiments were carried out in a completely
randomized design. The treatments consisted of five increasing doses of Zn (2;
50; 100; 200 ¢ 300 umol L™ supplied as ZnSO,) and four replications. Upon 42
days, the shoot and the root system were collected, then obtaining the dry matter
in addition to measuring the nutrients and the Zn concentration. The results
showed that an increase of Zn concentration in nutrient solution did not affect
the dry matter production of the shoot and root systems when the tested plant
was Alternanthera sp, but caused a production decrease in the shoot and root
biomass of Nicotiana tabacum, when Zn solution concentration was > 100 umol
L™, in addition to signs of severe toxicity symptoms at the highest concentration
of Zn in solution. . The tests with Zn concentrations affected the accumulation of
nutrients by Nicotiana tabacum and Alternanthera sp. The Zn concentration
ratio in the shoot and root systems was smaller than 1 for Alternanthera sp. and
for Nicotiana tabacum in all treatments. The result shows that the Alternanthera
sp. is a Zn indicator plant and can be used in phytoremediation programs.
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3 INTRODUGCAO

O aumento das atividades industriais ¢ de mineracdo, aliados ao uso
inadequado de fertilizantes e pesticidas no solo tém contribuido para a
contaminag¢do do solo, cursos de agua e lengol fredtico por metais pesados
(Zeitouni et al., 2007).

O zinco (Zn) ¢ um micronutriente essencial para o crescimento normal
das plantas. No entanto, em altas concentragdes pode induzir fitotoxidez e
retardar o crescimento das plantas (Marschner, 1995; Mendelssohn et al., 2001;
Ait Ali et al., 2002).

Uma determinada area é considerada contaminada se, entre outros
fatores, as concentracdes de elementos ou substancias de interesse ambiental
estdo acima de um dado limite denominado valor de intervencdo. Acima desse
limite, ha um risco potencial de efeito deletério sobre a satide humana, havendo
necessidade de uma a¢do imediata na area (Zeitouni et al., 2007).

Os métodos correntes de remediacdo de solos incluem remocgdo, lavagem
do solo e estabilizagao fisica que possuem como desvantagem o alto custo (Tu &
Ma, 2002; Wei et al., 2005) e precisam ser substituidos por métodos com custos
mais baixos e menos agressivos ao ambiente. Torna-se primordial o
desenvolvimento de solucdes tecnologicas que atendam a legislagdo ambiental
(Zeitouni et al., 2007).

Dentro desse contexto, a fitorremediagdo € uma técnica emergente para
descontaminagdo ambiental (Lindblom et al., 2006), de baixo custo e que gera o
minimo de perturbacdo ao solo quando comparada com outras técnicas (Henry,
2000). Consiste no uso de plantas e microbiota associada para remover,
imobilizar ou tornar os contaminantes inofensivos ao ecossistema. Esta técnica

apresenta inumeras vantagens, dentre elas, a sua natureza permanente,
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combinada aos baixos custos de manutengdo, a prote¢do contra a erosdo eblica e
hidrica, a melhoria na estrutura do solo, ao aumento da fertilidade do solo ¢ a
recuperacdo da estética das areas contaminadas (Raskin & Ensley, 2000;
Accioly & Siqueira, 2000).

O sucesso na implementagdo da fitorremediacdo depende da
identificagdo de plantas capazes de crescer em solo contaminado e de extrair
grandes quantidades de metais (Yang et al., 2006). A fitorremediacdo prevé
varios mecanismos de despoluicdo, sendo que para areas contaminadas com
metais pesados destaca-se a fitoestabilizagdo e a fitoextracao.

A fitoestabilizagdo visa a reduzir o potencial de dano ao ambiente, pela
redugdo da mobilidade e disponibilidade do contaminante no solo, sendo as
plantas, neste caso, escolhidas por tolerar as condi¢des da area, controlar a
erosdo e a lixiviagcdo e evitar a translocagdo do contaminante para a parte aérea
(Accioly & Siqueira, 2000).

A fitoextragdo consiste na absor¢do e acumulagdo de metais pesados na
parte aérea de plantas (Santos et al., 2006). Nessa técnica, a planta ideal deve ser
tolerante aos altos niveis de metal, acumular grandes quantidades na parte aérea,
ter alta taxa de crescimento, produzir muita biomassa e ter sistema radicular
abundante (Salt et al., 1998; Garbisu & Alkorta, 2001; Vassilev et al., 2002;
Yang et al., 2002). A translocacdo do contaminante da raiz para a parte aérea
facilita a retirada do contaminante e, no final do ciclo da planta, quando a parte
aérea ¢ colhida, esta podera ser disposta em aterros sanitarios ou utilizada como
biocombustivel (Kabata-Pendias & Pendias, 2001; Schrdder et al., 2008) ou,
ainda, ser reciclada para a recuperagao do metal (Cunningham & Ow, 1996). No
entanto, a reciclagem de Zn presente nas plantas, por enquanto, ndo tem sido
economicamente viavel, dadas as condi¢des atuais de preco do Zn no mercado

mundial (Vangrosveld et al., 2009).
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Uma outra abordagem para plantas enriquecidas com Zn ¢é a
biofortificacdo, afinal o Zn ¢ um nutriente essencial em seres humanos (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001) e aproximadamente 25% da populacdo estd deficiente
(Maret & Sandstead, 2006), o que torna facil visualizar que a fitoextracdo e a
biofortificacdo de vegetais ocorrem simultaneamente em estudos de
hiperacumulacdo de zinco (Guerinot & Salt, 2001; Roosens et al., 2008; Zhao &
McGrath, 2009).

Mais de 400 espécies de hiperacumuladoras, distribuidas em 45 familias,
ja foram identificadas, sendo que a grande maioria (318) ¢ hiperacumuladora de
niquel (Ni) e 18 sdo hiperacumuladoras de Zn (Baker & Brooks, 1989). O
primeiro critério sugerido para classificacdo de uma planta hiperacumuladora de
Zn ¢ apresentar 10.000 mg kg™ de Zn na matéria seca (Baker & Brooks, 1989).
Thlaspi caerulescens e Arabidopsis halleri atendem esse critério e, portanto, sdo
plantas identificadas como hiperacumuladoras de Zn (Brown et al., 1995; Bert et
al., 2000). Longe et al. (2002) recentemente encontraram uma espécie de planta
hiperacumuladora de Zn que produz muita biomassa, a Sedum alfredii,
crescendo em area de mineragdo de zinco e chumbo no Leste da China. Na
Tailandia, na mina de Zn Padaeng, Phaenark et al. (2009) encontraram Justicia
procumbens com concentragio de 10.741 mg kg' de Zn na parte aérea e
puderam entdo classifica-la como uma hiperacumuladora.

No entanto, esse critério de classificagdo tem sido questionado por ser
excessivamente restritivo, pois, o Zn ¢é presente na maioria das plantas de solos
enriquecidos em Zn na concentragdo de 50 a 500 mg kg'. Parece ser mais
apropriado considerar niveis proximos a 3.000 mg kg como sendo o necessario
para uma espécie ser considerada hiperacumuladora (Reeves & Baker, 2000).
Shen & Liu (1998) sugerem que plantas hiperacumuladoras devem ter a
concentragdo de metais cerca 10 a 500 vezes maior que a concentragao

usualmente encontrada para as plantas, que no caso do Zn é de 100 mg kg™
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Conforme Reeves & Baker (2000), para ser usada em um programa de
fitorremediagdo, deve-se ter interesse em qualquer espécie que possa acumular
Zn na parte aérea em concentragio proxima a 3.000 mg kg e, particularmente,
se ela for capaz de co-acumular outro metal téxico (como Cd e Pb).

Importante fonte potencial de espécies hiperacumuladoras e tolerantes a
metais, apropriadas para a fitorremediacdo, ¢ a vegetacdo encontrada
naturalmente em areas contaminadas, pois essas plantas apresentam-se
adaptadas ao ambiente estressante (Watanabe, 1997; Alkorta et al.,, 2004;
Carrilo-Gonzélez & Gonzalez-Chavez, 2006; Gisbert et al., 2008). Um exemplo
desta situagdo € o genotipo de uma planta encontrado em area de mineragao de
calamina (minério de zinco), identificado como do género Pfaffia
(Alternanthera), conhecida vulgarmente por calaminaceae, o qual se mostrou
bem adaptado as condi¢des de multicontaminagdo por zinco, cobre, cadmio e
chumbo em relagdo a outras espécies estudadas (Accioly & Siqueira, 2000).
Carneiro et al. (2002), em estudo com a Pfaffia sp., constataram que a
concentragdo de Zn na parte aérea aumentou linearmente com a contaminagao,
mas, ndo alcangcou a concentracdo necessdria para classificd-la como
hiperacumuladora, embora acreditem que a hiperacumulagdo possa ocorrer em
concentragdes mais elevadas de Zn do que as concentragdes estudadas.

Estudos basicos sobre fitotoxicidade dos elementos-traco e da tolerancia
das espécies aos estresses impostos pelo excesso destes sdo essenciais para o
desenvolvimento de tecnologia para programas de fitorremediagdo. Conhecer os
padrdes de absorcdo, translocagdo e acimulo de elementos-traco, os limites de
tolerancia e os sintomas de fitotoxidez das espécies com potencial para
introdu¢@o em areas contaminadas constitui-se de grande importancia tanto sob
o ponto de vista académico quanto tecnologico (Huang & Cunningham, 1996).
Com o intuito de facilitar o entendimento da absor¢do de elementos-tragco em

plantas acumuladoras e tolerantes, tem-se realizado experimentos em solugdes
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nutritivas, pois esse sistema tem sido uma ferramenta para determinar a
eficiéncia de absor¢do e a tolerdncia de elementos-trago em espécies com
potencial de fitorremedia¢ao (Marchiol et al., 2004).

Diante da importancia da fitoextragdo como técnica remediadora para
areas contaminadas por elementos-trago, depreende-se, pois, da necessidade de
estudos que relacionam a tolerancia de espécies de clima tropical, desenvolvidas
em niveis crescentes de contaminagdo, com os aspectos fisiologicos dessas
plantas, para que possam ser efetivamente cultivadas como fitoextratoras nas
dreas contaminadas no Brasil. Acredita-se que a espécie Alternanthera sp.,
herbacea comumente encontrada em area de mineragdo de zinco, possa ser
utilizada em programas de fitorremediagdo de solos contaminados com Zn.

Este trabalho objetivou avaliar a fitotoxidez de Zn para a Alternanthera
sp. em relag@o a Nicotiana tabacum como espécie indicadora (controle) e avaliar
o potencial fitoextrator de Zn da Alternanthera sp. ¢ Nicotiana tabacum

expostas a concentragdes crescentes deste elemento em solugdo nutritiva.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo das plantas

O local escolhido para a coleta de sementes de Alternanthera sp. foi a
area de rejeito da Companhia Mineira de Metais (CMM), localizada na cidade
de Vazante, noroeste do estado de Minas Gerais.

Inicialmente, foi realizado um teste com as sementes de Alternanthera
sp., que foram colocadas para germinar em caixas gerbox com papel tipo CEL-
065 umedecido e mantidas em germinadores com temperatura de 20 a 35 °C. A
medida que germinavam, eram transferidas para bandejas de isopor contendo
200 células, com substrato comercial Plantmax. As plantulas foram mantidas em
casa de vegetacdo climatizada até desenvolverem 6 folhas definitivas. Plantas
com altura e idade semelhantes foram selecionadas, seu sistema radicular foi
lavado em agua destilada para a retirada do excesso de substrato e foram
transferidas para vasos de 2 litros contendo solug@o nutritiva de Clark com 50%
da forca idnica original (solugdo de adaptagdo), sob aeracdo constante ¢ pH
ajustado para 5,5.

As sementes de fumo (Nicotiana tabacum) foram obtidas no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Lavras e as mesmas
foram semeadas em bandejas de isopor contendo 200 células, com substrato
comercial Plantmax e irrigadas diariamente. Apds a germinagdo, as plantulas
foram mantidas em casa de vegetagdo climatizada até desenvolverem 4 folhas
definitivas e, posteriormente, passaram por processo semelhante ao descrito para
as plantulas de Alternanthera sp. O fumo foi utilizado como planta controle para
facilitar a visualizagdo da susceptibilidade a toxidez de Zn em relagdo a

Alternanthera sp.

97



As plantulas de Alternanthera sp. e de Nicotiana tabacum permaneceram
em solu¢do de adaptacdo por 1 semana e, entdo, foram transferidas para solucao
de Clark com a forca ionica original por mais 2 semanas, sob aera¢ao constante
e pH ajustado para 5,5. A solu¢do nutritiva foi preparada conforme Clark (1975)
com sais inorgénicos puros para analise e continha: 7,26 mmol L' N-NO;"; 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 pumol L' Mn; 2 pumol L' Zn; 0,5 umol L!
Cu; 19 pmol L™ B; 0,60 umol L' Mo; e 38 pmol L™ Fe complexado com Na,-
EDTA.

Para o preparo das solugdes estoque e padrdes foi utilizada agua
deionizada. Toda a vidraria utilizada foi lavada com solu¢do de acido cloridrico
30% (v/v) e, entdo, enxaguada trés vezes em dgua destilada antes do uso.

Antes de serem expostas as concentracdes mais altas de Zn, todas as
raizes das plantulas foram pigmentadas, através da imersdo em suspensdo de
agua destilada e po fino de carvdo ativo e, posteriormente, enxaguadas em agua
destilada, conforme metodologia descrita por Schat & Ten Bookum (1992). Esse
método permitiu a visualizagdo do crescimento radicular, pois, inicialmente todo
o sistema radicular estava escuro e toda a raiz formada ap6s a exposi¢do ao Zn

apresentaria coloragao clara.

4.2 Conducdo experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em cultivo
hidroponico.

Ensaios independentes foram realizados para fitoextracdo de Cd por
Alternanthera sp. e por Nicotiana tabacum. Os tratamentos foram constituidos
de concentragdes crescentes de Zn (2; 50; 100; 200 ¢ 300 pmol L' fornecido

como ZnSQ,), com quatro repeti¢des, dispostas em delineamento inteiramente
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casualizado, totalizando 20 parcelas para cada experimento. Os vasos utilizados
apresentavam capacidade de 2 L e continham uma tnica planta.

Apos trés semanas de adaptacdo em solugdo nutritiva de Clark, as
plantas foram expostas as concentragdes de Zn. As solucdes foram renovadas
semanalmente e o pH mantido em 5,5 com adi¢cdo de NaOH ou HCI 0,1 mol L
quando necessario o ajuste.

As plantas foram mantidas por um periodo de 42 dias em exposi¢do ao
Zn, periodo no qual foram observados 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 solugao
de 4cido cloridrico 10% (v/v) por um minuto e em seguida enxaguadas em agua
deionizada. Em seguida, 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 balanga de precisdo (0,01 g) que em seguida foi moida em
moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38 mm, para ser

analisada quimicamente.

4.3 Analise de Zn e demais nutrientes na planta

O material moido foi digerido segundo o método 3051 da United States
Environmental Protection Agency - USEPA (1995), utilizando-se 0,5 g de
material em 10 mL de HNO; concentrado em forno de microondas com tubos de
Teflon® PTFE a pressao 0,76 MPa por dez minutos. A temperatura alcancada 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 agua destilada. A partir dos
extratos, o teor de zinco, calcio, magnésio, cobre, ferro e manganés foram
determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica, usando equipamento

Perkin Elmer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama, o teor de potassio foi
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determinado por fotometria de chama, o teor de fosforo por colorimetria e o teor
de enxofre por turbidimetria (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
EMBRAPA, 1999). O controle e a garantia da qualidade dos resultados das
analises de Cd e nutrientes foram assegurados pelo uso de material de referéncia
Tomato Leaves, do NIST (SRM 1573a, National Institute of Standards and
Technology — NIST) em cada bateria de analise, bem como de uma amostra em
branco. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com recuperacdo de 74% a
122%.

O actimulo de zinco, ou fitoextragdo de Zn por planta, foi calculado
através da multiplicagdo da matéria seca produzida na parte aérea pela
concentragdo de Zn no tecido vegetal.

A especiacdo do zinco em solucdo nutritiva foi obtida através do
programa Visual Minteq versao 2.53 (Gustaffson, 2007), objetivando verificar as

principais formas de Zn em cada concentragdo estudada e sua disponibilidade.

4.4 Célculodo FBe FT

A habilidade das plantas em tolerar e acumular elementos-trago ¢ util
para a identificagdo de plantas com proposito de fitoextragdo e fitoestabilizacao.
Esta habilidade pode ser mensuravel através do fator de bioacumulagdo (FB) e
do fator de translocag¢do (FT), que s3o definidos como a concentracdo do
elemento na planta em relagdo a concentracdo do elemento no solo e
concentragdo do elemento na parte aérea em relacdo a concentragdo do elemento
nas raizes, respectivamente. Como o experimento foi realizado em solugdo
nutritiva utilizaram-se, para os calculos, as concentragdes dos elementos
presentes em solugdo, conforme férmulas abaixo:

FB = [Zn] partc acrea / [Z0] solucio € [Z1] raiz / [Z1] solugao

FT = [Zn] parte aérea / [Z1] raizes
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onde [Zn] pare aérea € [Z1] raizes representam a concentracdo do elemento na parte
aérea e nas raizes (ug g'), respectivamente, enquanto [Zn] e € @
concentragio do elemento em solugdo nutritiva (mg L") (Lubben & Saueerbeck,
1991; Srivastana et al., 2000; Baker & Whiting, 2002; Wei & Chen, 2006; Wei
et al., 2006; Gonzalez & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et al., 2006; Branquinho
et al., 2007; Jankong et al., 2007; Wang et al., 2007).

4.5 Analises estatisticas

Os resultados da produgdo de matéria seca e as concentragdes de Zn e
demais nutrientes na parte aérea e raizes foram submetidos a analise de
variancia, por meio do uso do programa estatistico Sisvar. As equacdes de
regressao foram escolhidas pelo melhor ajuste, através do programa Table Curve
2D for Windows v. 2.03 (Jandel Corporation). O coeficiente de correlagdo de
Pearson foi utilizado para determinar relagdes significativas entre a concentragdo

de Zn e cada nutriente (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe ¢ Mn) na parte aérea.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de matéria seca

As plantas de Alternanthera sp. tiveram o crescimento aparentemente
normal em todas as concentragdes de Zn testadas. O aumento das concentragdes
de Zn ndo exerceu efeito significativo sobre a producdo de matéria seca da parte
aérea, das raizes e, consequentemente, da matéria seca total de Alternanthera sp.
(Figura 1). Para Carneiro et al. (2002) a alta producdo de raizes é uma
caracteristica importante quanto a fitoestabilizagdo de areas contaminadas, pois
protege o solo da erosdo, reduz a lixiviagdo, favorece a agregacdo e a atividade
microbiana do solo.

Em Nicotiana tabacum houve um acréscimo na produgdo de biomassa da
parte aérea e raiz a medida que aumentava a concentragdo de Zn na solugdo, até
a concentragio 100 umol L' de Zn. Da mesma forma, Yang et al. (2002) em
estudo com a hiperacumuladora de Zn, Sedum alfredii Hance, observaram que a
producdo de biomassa da parte aérea e raiz foi maior & medida que aumentava a
concentragdo de Zn, até a concentragdo 80 mg L' de Zn e que, a partir dai,
houve um decréscimo. Nessa concentracdo, esses autores verificaram que a
producdo de matéria seca da parte aérea foi 57% superior aquela do tratamento
controle, o que comprovou que Sedum alfredii Hance tinha um requerimento de

zinco mais alto para o seu crescimento.
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FIGURA 1 Produgdo de matéria seca da parte aérea, das raizes e producao total

das espécies Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum em fungéo de
concentragdes crescentes de zinco em solucdo nutritiva. NS = ndo
significativo.

Pode-se afirmar que, no tratamento controle, a concentracdo de Zn

presente na solugdo nutritiva de Clark ndo foi suficiente para o desenvolvimento

de Nicotiana tabacum e, portanto, a cultura foi responsiva a maiores

concentragoes de Zn. A média da produgdo de matéria seca na concentragdo 100
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pumol L™ foi 100% superior 4 média encontrada no tratamento controle. No
entanto, a partir da concentragio 100 umol L de Zn houve um decréscimo na
producdo de matéria seca. De maneira geral, os sintomas de toxidez de Zn em
plantas sdo caracterizados por redugdo no crescimento (Barcelé &
Poschenrieder, 1992). Zeitouni et al. (2007) observaram que o desenvolvimento
de Nicotiana tabacum foi afetado por multicontaminagdo do solo com Cd, Cu,
Pb, Ni e Zn, mas, a producgdo de matéria seca da parte aérea ndo foi alterada.

O fato da Alternanthera sp. ndo ter sofrido redug¢do na produgdo de
matéria seca, mesmo nas concentracdes mais elevadas, demonstra sua tolerancia
a esse nutriente, o que reafirma a hipotese de que as plantas tolerantes sdo
endémicas de solos poluidos e sugere significativa adaptagdo ecofisioldgica,
manifestando resisténcia a contaminagao do solo com elementos-trago. Portanto,
esta tolerdncia afirma o seu potencial para ser utilizada como espécie

fitorremediadora em areas com elevados teores de Zn.

5.2 Especiacdo de Zn na solucao

Resultados da especiagdo de Zn na solug@o nutritiva de Clark na maior
concentragdo (300 pmol L) revelaram que 80,69% do Zn estava na forma Zn"?,
12,41% ZnEDTA?, 4,64% como ZnSOyuq, 1,14% como ZnHPOyuq, 0,91%
como ZnNO;', 0,09% como ZnCl’, 0,07% como ZnHEDTA™, 0,03 como
Zn(SO,),” e 0,02% como ZnOH'. Isso evidencia que 100% do elemento

estavam dissolvidos em solug@o para serem absorvidos pelas plantas.

5.3 Concentracéo e acimulo de Zn nas plantas

Com o acréscimo de zinco na solugdo houve um acréscimo na
concentragdo desse elemento nas plantas (Figura 2) e, em ambas, a concentragio
de Zn na parte aérea foi menor que a concentragdo nas raizes, [Cd]parte acrea

< [Cd] raizes.
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Yang et al. (2006) encontraram concentragdes mais altas de Zn na raiz

que na parte aérea em ecoOtipos de Sedum ndo-hiperacumuladores, enquanto que

em ecotipos hiperacumuladores, coletados em area de mineracao, a concentragao
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da parte aérea foi maior que a da raiz, o que sugere o desenvolvimento de
mecanismos de adaptagdo e translocagao.

As concentragdes de Zn na parte aérea e nas raizes de Alternanthera sp.
aumentaram linearmente com o aumento da concentragdo de Zn na solugdo
nutritiva. O valor estimado da [Zn].ies para a maior concentracdo de Zn na
solucdo (300 pmol L'l) foi 4.639,74 mg kg'l, enquanto que [Zn]pare asrea fOI
1.322,1 mg kg"'. Kabata-Pendias & Pendias (2001) indicam que o nivel critico
de toxidez de Zn para as plantas é de 100 a 400 mg kg™'. Assim, a Alternanthera
sp. apresenta mecanismos metabolicos e fisiologicos que permitem a tolerancia a
concentragoes eclevadas de Zn em seus tecidos. E a retencdo de Zn nas raizes de
Alternanthera sp. também confirma a tolerdncia ao excesso de Zn, como
verificado em outras espécies tolerantes (Marchiol et al., 1996; Schat & Verkleij,
1998).

Através da especiagdo da solugdo, Yang et al. (2006) constataram que
nas maiores concentragcdes de Zn na solugdo nutritiva (1.000 até 5.000 umol L
", a propor¢io de ZnHPO, e ZnSO, aumentou cinco vezes e talvez possa ter
ocorrido precipitagdo de Zn com fosfato e sulfato dentro do apoplasto das raizes
de Sedum, o que pode ter ocasionado uma maior concentragdo de Zn nas raizes
em relacdo a parte aérea. Talvez, a precipitacdo de Zn no interior das raizes
possa ter ocorrido no presente estudo, pois, através da especiacdo das solugdes
nutritivas constatou-se que na solugdo controle ndo houve forma¢do de ZnHPO,
e baixa porcentagem de formacdo de ZnSO, (0,01%), enquanto que na maior
concentragdo de Zn (300 umol L) houve formagdo de ZnHPO, (1,14%) e um
aumento na formagao de ZnSO, (4,64%).

A concentragdo de Zn na parte aérea de Alternanthera sp., apesar de ser
inferior & concentracdo encontrada na raiz, demonstra que essa espécie tem a
capacidade de acumular Zn na parte aérea. No entanto, essa concentragdo nao ¢

a minima necessaria, que é 10.000 mg kg', para classifica-la como
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hiperacumuladora. Outros trabalhos demonstram que plantas hiperacumuladoras
acumulam Zn em valores bem superiores aos encontrados nesse estudo. Por
exemplo, a hiperacumuladora Thlaspi caerulescens pode acumular e tolerar mais
de 40.000 mg kg de Zn na parte aérea (Brown et al., 1995). J4 a Arabidopsis
halleri tem crescimento normal em 1.000 pmol L™ de Zn em solugdo nutritiva,
com acumulagio de 32.000 mg kg''de Zn na matéria seca da parte aérea (Kiipper
et al., 2000; Zhao et al., 2000). Outra hiperacumuladora de Zn, a Sedum alfredii
Hance, apresentou 20.000 mg kg de Zn na parte aérea (Yang et al., 2002) e
crescimento normal sem sintomas de toxidez em solucdo nutritiva com
concentragdo até 1.000 pmol L' de Zn (Yang et al., 2006).

Apesar de Alternanthera sp. apresentar baixa concentragdo de Zn na
parte aérea em relagdo as hiperacumuladoras, vale ressaltar que quando as
concentragdes de Zn na maioria das plantas excedem 300 a 400 mg kg os
efeitos toxicos sdo esperados (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Considerando
que ndo houve reducdo na produgdo de matéria seca e nem sintomas de toxidez
em Alternanthera sp., mesmo com a concentra¢do de Zn na parte area superior a
1.000 mg kg (Figura 1, 2, 3 e 4), pode-se afirmar que essa espécie possui
mecanismo de tolerdncia ao Zn. A compartimentalizacdo no vacuolo de células
da epiderme das folhas é um dos mecanismos de tolerancia ao Zn (Yang et al.,
2006; Gustin et al., 2009). Dentro desse contexto, Alternanthera sp. pode ser
usada como fitoextratora de Zn e o seu potencial em acumular Zn pode ser ainda
mais alto do que o encontrado nesse estudo, para tanto sugere-se alterar as
concentragdes de Zn da solucdo, ou seja, seria interessante utilizar concentra¢des

mais altas além de aumentar o tempo de exposigao.
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FIGURA 3 Plantas de Alternanthera sp. em solu¢do contendo concentragdes
crescentes de Zn. Foto obtida no 42° dia ap6s a exposicdo (os
valores em cada vaso representam a concentragdo de Zn na
solugdo em pmol L™).

Os resultados obtidos em Nicotiana tabacum foram bem diferentes. Essa
espécie apresentou maior concentracdo de Zn nos tecidos vegetais quando
comparada a Alternanthera sp.. A concentragdo de Zn na parte aérea aumentou
lincarmente com o aumento das concentragdes de Zn na solu¢do, embora tenha
havido reducdo na producdo de matéria seca a partir da concentragdo 100 pmol
L' de Zn, com sintomas visiveis de toxidez na maior concentragio de Zn (300
pumol L de Zn), caracterizados por folhas verde mais claro e redugdo drastica
do crescimento, principalmente das raizes (Figura 4 e 5). Desta forma, a maior
concentragdo de Zn na parte aérea, nas maiores concentragdes de Zn, pode ser

em fun¢do do menor crescimento (efeito de concentragao).
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FIGURA 4 Crescimento da parte aérea e raizes de plantas de Nicotiana
tabacum (A) e Alternanthera sp. (B) em solu¢do nutritiva
controle e com 300 umol L™ de Zn.

Sintomas de toxidez por Zn semelhantes foram encontrados por Yang et
al. (2006) em ecotipos de Sedum e por Zeitouni et al. (2007) na cultura da
mamona. De maneira geral, os sintomas de toxidez de Zn em plantas sdo
caracterizados por reducdo no crescimento (Barceldé & Poschenrieder, 1992) e
clorose de folhas, semelhantemente a deficiéncia de Fe (Fontes & Cox, 1998).
Para Breckle & Kahle (1992), a ocorréncia de clorose pode estar relacionada
com a deficiéncia multipla de varios elementos que participam da formacgao,
multiplica¢do e funcionamento de cloroplastos, ou na sintese de clorofila. Essa
deficiéncia de nutrientes pode ser resultado da inibi¢do competitiva que o Zn

pode exercer na absorcao de outros ions (Malavolta, 1994).
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FIGURA 5 Plantas de Nicotiana tabacum em solugdo contendo concentragdes
crescentes de Zn. Foto obtida no 42° dia ap6s a exposi¢ao (valores
em cada vaso representam a concentracdo de Zn na solugdo em
pumol L™).

O limite de toxidez de Zn para as plantas depende da espécie, do
genotipo e do estagio de desenvolvimento. Plantas sensiveis podem morrer
quando a concentragdo de Zn no solo exceder 100 mg kg™ ¢ a fotossintese pode
ser interrompida quando o teor for maior que 178 mg kg de Zn (Kabata-
Pendias & Pendias, 2001). Pode-se afirmar que Nicotiana tabacum é uma
espécie tolerante ao Zn, pois somente apresentou redugdo no crescimento
quando a concentragio interna de Zn na parte aérea foi de 1.800 mg kg, obtida
no tratamento com 200 umol L™ de Zn na solugdo e esse valor é bem superior ao
normalmente toleravel pela maioria das plantas. Zeitouni et al. (2007) também
encontraram altas concentragdes de Zn (899 mg kg') em Nicotiana tabacum

sem exercer efeito toxico e puderam concluir que dentre as espécies estudadas
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Nicotiana tabacum foi a mais tolerante e eficiente em extrair Cd e Zn em solo
multicontaminado.

O actimulo de Zn refere-se ao total de Zn transportado para a parte aérea
e ¢ calculado pela concentracdo de Zn, na parte aérea, multiplicado pela
producdo de matéria seca da parte aérea. Esse pardmetro € muito importante para
avaliar o potencial de hiperacumulagdo da planta para ser utilizada na
fitorremediacdo (Yang et al., 2002). Com base nos resultados obtidos, pode-se
observar que o acimulo ou potencial de fitoextracdo de Zn pelas duas plantas
tende a se igualar (Figura 2), pois, apesar da concentracdo de Zn na parte aérea
de Nicotiana tabacum ter sido maior, a produgdo de matéria seca foi
comprometida nas maiores concentra¢cdes de Zn em solucdo, enquanto que em
Alternanthera sp. o aumento da concentra¢do de Zn na solug¢do nutritiva
propiciou um aumento linear na concentracdo de Zn da parte aérea sem

comprometer a sua producdo de matéria seca.

5.4 Coeficientes de bioacumulacéo e translocacao

Diversos trabalhos tém destacado a importincia dos fatores de
bioacumulagdo (FB>1) e translocagcdo (FT>1) para a classificagdo da planta
como hiperacumuladora (Lubben & Saueerbeck, 1991; Baker & Whiting, 2002;
Wei et al., 2004, 2005; Gonzales & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et al., 2006;
Branquinho et al., 2007). O FT demonstra a eficiéncia da planta no transporte do
elemento das raizes para a parte aérea, enquanto o FB avalia a eficiéncia da
planta em acumular o elemento em relagdo a uma determinada concentracio
(Nascimento & Xing, 2006).

O FT de Alternanthera sp. e de Nicotiana tabacum néo foi superior a 1
em nenhuma concentragdo, ou seja, houve uma certa restri¢do na translocacio de

Zn para a parte aérea, pois a [Zn]i, > [Z0]parc acrea (Tabela 1).
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TABELA 1 Fatores de translocacdo e bioacumulagdo (parte aérea e raiz)
para zinco em plantas de Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum
expostas a concentragdes crescentes de zinco em solucdo
nutritiva (desvio padrao entre paréntesis).

Tratamentos Fator
Zn (umol L™) Translocagao Parte aérezioacumulaqe~10 Raiz
--------------------- Alternanthera sp.------------------—-
2 0,465 a (0,045) 517 a(72) 1118 a (140)
50 0,465 a (0,074) 97b (22) 209 b (31)
100 0,365 a (0,145) 79b (8) 249b (111)
200 0,385 a (0,097) 80 b (1,3) 221 b(69)
300 0,305 a (0,166) 63b(17) 2431 (99)
Nicotiana tabacum -------------------—-
2 0,773 a (0,353) 989 a (93) 1542 a (789)
50 0,280 b (0,010) 152b(12) 540 b (25)
100 0,298 b (0,030) 121 b (19) 407 b (77)
200 0,335 b (0,078) 141 b (21) 426 b (32)
300 0,460 ab (0,034) 139 b (22) 300b (27)

Yang et al. (2002) em estudo com a hiperacumuladora de Zn, Sedum
alfredii Hance, encontraram maior concentragdo de Zn na parte aérea que nas
raizes e relataram ainda, que em todas as concentragdes estudadas o FT foi
maior que 1. Da mesma forma, Phaenark et al. (2009) encontraram FT maior que
1 em Justicia procubens, uma outra espécie hiperacumuladora de Zn. A alta
concentragdo de Zn na parte aérea indica a eficiéncia em translocar Zn da raiz
para a parte aérea, o que ¢ reconhecidamente uma caracteristica de planta
hiperacumuladora.

A mobilidade do Zn nas plantas depende da espécie ¢ do estado

nutricional. Na maioria dos casos, o Zn é mais concentrado em folhas maduras e
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nas raizes. A rizosfera tem um importante papel na concentragdo de Zn nas
raizes (Kabata-Pendias & Pendias, 2001).

Os resultados mostraram que Alternanthera sp. apresentou FT
semelhante nas diferentes concentragdes de Zn, o que implica que,
independentemente da concentra¢do de Zn, a planta mantém a propor¢do de Zn
da parte aérea em relagdo as raizes. Ja em Nicotiana tabacum o FT foi maior na
menor concentragdo de Zn, demonstrando uma maior eficiéncia na translocagio
desse nutriente quando em baixa concentragdo. Nas concentragdes 50, 100 e 200
pmol L de Zn houve uma redugdo no fator de translocacio.

Para sobreviver a exposicao a altas concentracdes de metais, as plantas
desenvolvem algumas estratégias. Conforme Memon & Schroder (2009), através
da exclusdo, a planta pode minimizar a absor¢do e, mesmo que apresente alta
concentragdo do elemento nas raizes, pode restringir a sua translocacdo para a
parte aérea. Os vacuolos sdo os principais sitios de seqiiestro de metais nas
células das raizes. Uma vez presente no citoplasma das células das raizes, o Zn ¢
transportado para dentro do vactolo, especialmente se ele estiver acima da
necessidade nutricional da planta. O transporte do Zn para dentro do vactiolo
diminui a sua translocacdo para a parte aérea via xilema (Palmgren et al., 2008).

A imobilizagdo nas células das raizes juntamente com os valores de FT
baixos podem caracterizar mecanismo de exclusdo, visando a minimizar a
toxidez (Baker, 1987).

A eficiéncia de plantas para serem usadas como fitoestabilizadoras ¢
determinada pela retencdo do metal nas raizes ¢ uma menor translocagéo, desta
forma, a planta continua crescendo, produzindo biomassa e com menor risco de
entrada de elementos-traco na cadeia trofica através da herbivoria
(Padmavathiamma & Li, 2009).

O fator de bioacumulacdo das raizes foi maior que o da parte aérea em

Alternanthera sp. e em Nicotiana tabacum, reafirmando a restrigdio na
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translocagdo. Em ambas as espécies, os fatores de bioacumulagdo (raizes e parte
aérea) ndo apresentaram diferenca a partir da concentragdo 50 umol L™ de Zn.
Na menor concentragdo de Zn, o fator de bioacumula¢do foi maior,
provavelmente porque a solug¢do de Clark possui uma baixa concentracdo de Zn,
0 que permite, proporcionalmente, um maior acimulo na planta em relacao as
demais concentrac¢des estudadas.

O valor de FB (parte aérea e raiz) demonstra a eficiéncia da planta em
acumular o elemento sem redugdo no crescimento e os valores encontrados
nesse estudo, nas duas espécies, foram altos em relagdo ao FB de
hiperacumuladoras. Yang et al. (2002), em estudo com a hiperacumuladora de
Zn, Sedum alfredii Hance, encontraram os valores dos FB da parte aérea
variando de 1,25 a 1,94. Phaenark et al. (2009) encontraram valor do FB da parte
aérea igual a 7,4 em Justicia procumbens. Nicotiana tabacum apresentou FB
(raizes e parte aérea) maior que FB de Alternanthera sp. em todas as
concentragoes, demonstrando que esta espécie tem potencial para acumular Zn,
embora, na ultima concentragdo, tenha apresentado reducdo drastica do
crescimento e sintomas de toxidez.

Os resultados mostraram que Nicotiana tabacum e Alternanthera sp.
acumularam Zn nos tecidos, mas ambas tém certa restricdo em transloca-lo das
raizes para a parte aérea. O padrdo de absorcdo de Zn encontrado em
Alternanthera sp. a classifica como uma espécie indicadora (Baker, 1981), na
qual a concentragdo de Zn interna reflete a concentracdo externa, ou seja, o
equacdo encontrada foi linear.

Esse estudo indica que o elemento-trago Zn pode ser absorvido por
Nicotiana tabacum e por Alternanthera sp. e ser removido através da
fitoextragdo. A eficiéncia da fitoextragdo ¢ determinada pela quantidade total de
Zn extraida pela planta, a qual ¢ dependente de dois fatores principais: a

concentragdo do elemento-trago na matéria seca e o total de biomassa produzida.
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A planta ideal para fitoextragdo seria aquela com crescimento rapido, sistema
radicular abundante e de facil propagacdo (Ghosh & Sing, 2005). A
Alternanthera sp., quando comparada com hiperacumuladoras de Zn, possui
uma maior produg¢do de biomassa. No entanto, as concentracdes de Zn na
matéria seca s3o bem menores. Vale ressaltar, entretanto, que Alternanthera sp.
ndo apresenta dificuldades em propagacdo, além da vantagem de rebrotar apos o
corte. Ja Nicotiana tabacum, apesar de apresentar alta concentragdo de Zn na
parte aérea, teve sua produgdo de biomassa reduzida e sintomas de toxidez na
maior concentragio de Zn (300 umol L), o que implicaria restri¢do no seu uso

como fitoextratora em areas com concentracdes de Zn superiores a esta.

5.5 Concentragéo de nutrientes na planta e correlagdo com Zn

A presenca de Zn na solucdo afetou a concentragdo da maioria dos
nutrientes das plantas, em Alternanthera sp., exceto as concentragdes de potassio
(K) e magnésio (Mg) em Nicotiana tabacum e fosforo (P) em Alternanthera sp.
(Tabela 2).

O aumento da concentragdo de Zn na parte aérea das plantas de
Alternanthera sp. correlacionou-se negativamente com o enxofre, o que esta de
acordo com o comportamento antagdnico desse nutrientes (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001). Correlagdo positiva foi encontrada para manganés, enquanto
que, para os demais nutrientes, ndo foi observada correlacdo significativa

(Tabela 3).
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TABELA 2 Concentragdes de macro e micronutrientes na parte aérea das
plantas de Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum expostas a
concentragdes crescentes de Zn.

Concentragdes de Zn pmol L™

2 50 100 200 300 Equagdo
Alternanthera SP.
g kg
P 1,6 1,6 1,7 1,7 1,7 N.S.
K 20,5 23,7 25,3 21,1 242 S.A.
Ca 7,7 10,9 11,3 9,1 5,5 y=8,3+0,05x-0,0002x> R*=0,91"
Mg 1,1 1,7 2,0 1,3 1,8 S.A.
S 5.4 6,6 7.1 45 4,0 y=4,9-0,03x+0,48x" R?*=0,84"
mg kg']
Cu 3,6 4,2 53 53 53 y=3,6+0,11x>> R?=0,80"
Fe 38,5 30,9 32,7 368 33,7 S.A.
Mn 16,0 21,1 29,7 33,8 29,1 y=14,7+0,19x-0,0005x> R*=98™"

Nicotiana tabacum

-1

p 2,7 2,4 22 2,4gkg 3,4 y=2,7-0,008x+0,00004x> R*=0,99™

K 449 464 48,7 473 52,2 N.S.

Ca 16,0 16,3 21,6 17,1 18,2 SA.

Mg 32 3,0 2,7 2,6 2,7 N.S.

S 6,2 6,7 7,7 9,2 10,1 y=6,21+0,014x R?*=0,99"
mg kg

Cu 12,4 14,2 13,6 15,0 16,8 Y=12,71+0,13x R?*=0,89""

Fe 88,8 73,6 70,0 43,4 35,0 Y=85,96-0,18x R’*=0,96""

Mn 79,8 67,2 61,1 61,9 68,6 y=78,7-0,23x+0,0007x> R*=0,94""

N.S. = nio significativo; S.A. = sem ajuste, * significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Em Nicotiana tabacum, houve correlagdo positiva entre a concentragio
de Zn na parte aérea e as concentracdes de P, K, S e Cu, o que provavelmente
pode ter ocorrido por efeito de concentracdo. Houve correlacdo negativa com a

concentragdo de Fe, o que ¢é relatado na literatura como uma reagdo antagonica
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(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Nao se sabe a causa da deficiéncia induzida
de Fe provocada pelo excesso de Zn, mas a similaridade entre o raio i6nico
desses elementos tem sido apontada como mecanismo deste fenomeno
(Woolhouse, 1983). Conforme Soares et al. (2001), a deficiéncia de Fe ¢ um dos
fatores que prejudica o crescimento das plantas expostas a toxidez de Zn, mas

ndo € necessariamente a causa.

TABELA 3 Correlagdo de Pearson entre concentracdes de zinco e nutrientes
da matéria seca da parte aérea de plantas de Alternanthera sp. e
Nicotiana tabacum expostas a concentragdes crescentes de Zn em
solu¢do nutritiva (n=20 amostras).

Zinco na parte aérea

Nutrientes na parte aérea

Alternanthera SP. Nicotiana tabacum
P 0,04 N3~ 0,57
0,13 N5 0,52"
Ca 0,34 NS 0,16 N5
Mg 0,27 N.S. 0,34 N.S.
S -0,55° 0,50~
Cu 0,53 NS 0,75
Fe -0,07 % 0,93 "
Mn 0,77 0,25 NS

N.S. = ndo significativo; * significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Em termos praticos, Alternanthera sp. e Nicotiana tabacum poderiam ser
utilizadas em programas de fitorremediacdo de areas contaminadas com Zn. No
entanto em areas com teores mais elevados a Alternanthera sp. seria mais viavel,
visto que nao apresentou reducdo da produgdo da biomassa nem sintomas
visiveis de toxidez e deficiéncia de nutrientes independentemente da

concentragdo de Zn estudada.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os padrdes da literatura, a Alternanthera sp. nao é uma
hiperacumuladora de Zn, contudo ¢ uma planta indicadora desse elemento e
pode ser utilizada em programas de fitorremediagdo para estabilizar areas

contaminadas com Zn.
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CAPITULO 4

INTERACAO DE CADMIO E ZINCO SOBRE O POTENCIAL
FITORREMEDIADOR DE AMARANTHACEAE
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1 RESUMO

Como resultado da mineragdo de zinco, pode ocorrer a contaminagdo do
solo por chumbo, cobre, cddmio e outros. Grande esforco tem sido feito e
diversas técnicas de remediacdo sdo utilizadas visando a recuperacdo de solos
contaminados. A fitorremediagdo, que usa a habilidade de plantas em concentrar
ou tolerar metais pesados, pode ser utilizada para remediar estas areas. Em
plantas fitorremediadoras a interagdo Cd-Zn pode ser sinérgica ou antagdnica,
dependendo da espécie. Desta forma, este trabalho investigou os efeitos da
interagdo Cd-Zn sobre o crescimento, absorcdo de nutrientes e potencial
fitoextrator de Cd e Zn na planta Alternanthera sp. sob sistema hidroponico com
solucdo nutritiva de Clark. Para tanto, um experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x3, sendo o fator 1
constituido por 4 concentragdes crescentes de Cd (0; 5; 25 e 50 umol L’
fornecido como CdSO,) e o fator 2 constituido por 3 concentragdes crescentes
de Zn (2; 50 e 300 pmol L™ fornecido como ZnSO,) e trés repeticdes. Apos 42
dias, as plantas foram colhidas e a produgdo de matéria seca da parte aérea e
raizes, assim como a concentracdo de Cd, Zn e nutrientes foram mensuradas. As
plantas de Alternanthera sp. cresceram normalmente em todas as concentragdes
de Cd e Zn. A maior produ¢do de biomassa da parte aérea foi obtida na
concentragdo 300 umol L™ de Zn associada a 5 pmol L' de Cd. O acréscimo de
Zn na solug@o aumentou significativamente o teor de Cd da parte aérea ¢ das
raizes de Alternanthera sp.. Da mesma forma, a adi¢do de Cd, na maior
concentragdo de Zn, propiciou um aumento no teor de Zn da parte aérea, o que
indica sinergismo entre Cd e Zn para absor¢ao e transporte de ambos.
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2 ABSTRACT

The soil contamination by lead, copper, cadmium and other metals can
occur as a result of zinc mining. Great efforts have been made and various
remediation techniques have been used to rectify contaminated soils. Based on
the ability of plants to concentrate or tolerate heavy metals, the
phytoremediation is a technique that can be employed to rectify these areas. The
Cd-Zn interaction in phytoremediator plants can be synergistic or antagonistic,
depending on the species. This study investigated the effects of Cd-Zn
interaction on growth, nutrient uptake and phytoextraction potential of Cd and
Zn by Alternanthera sp. in a hydroponics system and in a Clark’s nutrition
solution. An experiment was conducted in a completely randomized design in a
4x3 factorial, with factor 1 consisting of 4 increasing concentrations of Cd (0; 5;
25 and 50 umol L' supplied as CdSO,) and factor 2 consisting of 3 increasing
concentrations of Zn (2; 50 and 300 pmol L supplied as ZnSOj) and three
replications. Upon 42 days, the plants were collected, then the dry matter
obtained from the shoots and roots, as well as measuring the concentration of
Cd, Zn, and nutrients. The Alternanthera sp plants grew normally at all Cd and
Zn concentrations. The highest production of shoot biomass was obtained at a
concentration 300 pmol L™ of Zn associated with 5 umol L™ of Cd. The addition
of Zn in solution significantly increased the Cd content in shoots and roots of
Alternanthera sp. Similarly, the Cd addition in the highest concentration of Zn
favored an increase in Zn levels in shoots, indicating a synergism between Cd
and Zn for uptake and transport of both elements.
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3 INTRODUGCAO

O minério de zinco (Zn) contém diferentes elementos contaminantes,
como chumbo, cobre, cadmio e outros, sendo esse ultimo o mais intimamente
relacionado ao Zn (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Ap6s a mineracdo, todos
os elementos encontrados no minério sdo expostos a superficie do solo sofrendo
alteracdes de forma, podendo ser disseminados em alguns meios (dgua, ar) e
entrar na cadeia trofica.

O cadmio (Cd) ¢ um metal altamente toxico que ocupa a sétima posigao
no ranking dos 20 compostos mais toxicos, (Di Toppi & Gabbrielli, 1999) ¢ a
contamina¢do com esse elemento tem ocorrido no mundo todo (Kirkham, 2006).
Grande esfor¢o tem sido feito e diversas técnicas de remediacdo sdo utilizadas
visando a recuperagdo de solos contaminados. A fitorremediagdo € uma técnica
emergente de descontaminacdo ambiental (Lindblom et al., 2006), que consiste
no uso de plantas e microbiota associada para remover, imobilizar ou tornar os
contaminantes inofensivos ao ecossistema. Esta técnica apresenta inimeros
beneficios, pois ¢ uma técnica in situ, de natureza permanente, com baixos
custos de manutengdo, promove protecdo contra a erosdo edlica e hidrica,
melhora a estrutura do solo, aumenta sua fertilidade e recupera a estética das
areas contaminadas (Salt et al., 1998; Raskin & Ensley, 2000; Accioly &
Siqueira, 2000; Wei et al., 2004).

A identificagdo de novas hiperacumuladoras de multiplos metais ¢ de
grande importancia para o sucesso da fitorremediagdo de solos contaminados
com Cd e outros metais, porque a contaminagdo raramente € restrita a um tnico
metal (Yang et al., 2004). O Cd geralmente ndo ocorre isolado em ambientes
naturais, mas aparece como um metal acompanhante em minerais ricos em Zn ¢

Pb (Baker et al., 1990).
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Cédmio e zinco sdo quimicamente semelhantes (Mengel & Kirkby,
2001), sendo elementos de transi¢do do grupo IIB, tém configuracdo eletrénica e
valéncia iguais e possuem propriedades geoquimicas e ambientais muito
parecidas (Nan et al., 2002). O Cd ¢ capaz de imitar o comportamento do
nutriente essencial Zn durante a absor¢@o. Apesar disso, existe a hipotese de que
elementos com propriedades fisicas e quimicas semelhantes possam ter
comportamento antagdnico biologicamente (Das et al., 1997). Ha décadas ja se
sabe que o Zn compete com o Cd (Hawf & Schmid, 1967; Chaney, 1973) e a sua
presenca diminui a absor¢do de Cd, sendo essa dependente do conteido de Zn
no solo; geralmente, as plantas absorvem mais Cd se o contetido de Zn ¢ baixo
(Mengel & Kirkby, 2001).

Hé controvérsias a respeito da interagdo Cd e Zn e quando Cd ou Zn
excedem o nivel téoxico ha um efeito sinérgico ou aditivo (Kabata-Pendias &
Pendias, 2001). No entanto, o Zn parece ter um importante papel no controle da
absor¢do de Cd.

Acredita-se que a absor¢do de Cd por plantas ndo acumuladoras pode
ocorrer através dos mesmos carreadores de outros cations bivalentes como o
Zn"?, Cu™ e Fe™, ou por canais de Ca™ e Mg"* (Welch & Norvell, 1999). Em
culturas convencionais, nota-se o efeito do Cd na inibi¢do da absorciao e
acumulacdo de Zn, Cu, Mn e Ca (Wong et al., 1984; Yang et al., 1996).

Green et al. (2003) estudaram o efeito dos niveis de Cd e Zn na absor¢ao
e transloca¢do de Cd em trigo (Triticum aestivum) e observaram ser possivel
reduzir a concentragdo de Cd através da adicdo de Zn. No entanto, os niveis de
Cd nido afetaram a absorcdo e translocagdo de Zn das raizes para a parte aérea.
Desta forma, concluiram que o Zn foi efetivo para regular a absorcdo e
translocacdo de Cd em trigo. Outros trabalhos demonstram que o Zn diminui a
absor¢do de Cd em Glycine max (Cataldo et al., 1983), Holcus lanatus

(Symeonides & Karataglis, 1992) e em Lactuca sativa ( Thys et al., 1991).
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Em plantas com tolerancia ou hiperacumuladoras de elementos-traco, a
interagdo Cd-Zn pode ser sinérgica ou antagdnica, dependendo da espécie.
Aravind & Prasat (2005) observaram que, na presenca de maiores concentragdes
de Zn, a toxidez de Cd foi menor em Ceratophyllum demersum L., uma planta
aquatica recomendada para remediacdo de elementos tdxicos. Na maior
concentragdo de Zn, houve um menor acumulo de Cd, o que levou esses autores
a concluir que a presenga do Zn diminuiu a absor¢do de Cd, indicando uma forte
competi¢do entre Cd e Zn nessa planta.

Na hiperacumuladora de Cd Arabidopsis halleri, alta concentragio de Zn
(500 umol L) reduziu drasticamente a concentragio de Cd na parte aérea e nas
raizes (Kiipper et al., 2000), o que implica que o sistema de absor¢do e
transporte para Cd e Zn possa ser similar nessa hiperacumuladora. Uma vez que
Arabidopsis halleri é capaz de crescer diretamente sobre a calamina (nome
genérico dado ao silicato de zinco), com Zn e Cd geralmente associados,
acredita-se na hipotese de que a tolerincia foi desenvolvida para ambos os
metais (Roosens et al., 2008).

No entanto, Yang et al. (2004), em experimento com a hiperacumuladora
de Zn Sedum alfredii Hance, observaram que o acumulo de Cd nas raizes e parte
aérea foi crescente com o aumento do suprimento de Zn. Em outra
hiperacumuladora de Cd e Zn, a Thlaspi caerulescens, a absor¢do de Cd nio foi
inibida pelo Zn, Cu, Mn e Fe (Zhao et al., 2002), fato confirmado pela clonagem
do gene responsavel pelo transporte de Zn (ZNT1) de Thlaspi caerulescens, que
mostrou baixa afinidade pela absor¢do de Cd (Lasat et al., 2000; Pence et al.,
2000). Através da cinética de absor¢do de Cd, ficou provado que existe alta
afinidade de Cd por um sistema de transportadores na membrana plasmatica de
células das raizes de Thlaspi caerulescens (Lombi et al., 2001).

Diante do exposto, pode-se constatar que nas plantas existem algumas

diferencas de comportamento na absor¢do ¢ acumulo de Cd e Zn em trabalhos
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com interagdo desses elementos, principalmente em hiperacumuladoras. Diante
da importincia da fitoextragdo como técnica remediadora para areas
contaminadas por metais pesados, depreende-se, pois, da necessidade de estudos
que relacionem a co-tolerancia de espécies de clima tropical, desenvolvidas em
niveis crescentes de multicontaminagdo, com os aspectos fisiolégicos dessas
plantas, para que possam ser efetivamente cultivadas como fitoextratoras nas
areas contaminadas no Brasil. Acredita-se que a espécie Alternanthera sp.,
herbacea comumente encontrada em area de mineragdo de zinco, possa ser
utilizada em programas de fitorremediagdo de solos contaminados com Cd e Zn
e que exista sinergismo para a absor¢ao e translocagdo de ambos.

Esse trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da interagdo Cd-
Zn em Alternanthera sp. sobre o crescimento, a absor¢do de nutrientes € o
potencial fitoextrator de Cd e Zn, bem como os efeitos de concentragdes de Zn
na acumulacdo de Cd e os efeitos de concentracdes de Cd na acumulagdo de Zn,

em sistema hidroponico com solugédo nutritiva.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo das plantas

Para a obten¢do das plantas foi realizada propagacdo assexuada
utilizando plantas matrizes geneticamente idénticas, que também foram
provenientes de propagacdo assexuada, mediante estaquia de uma unica planta
coletada em area de mineragao.

As estacas foram obtidas a partir de cortes do ramo na por¢do mediana,
sendo que o corte da parte superior da estaca foi feito acima e o inferior abaixo
de um nd, mantendo-se trés a quatro nds. As folhas presentes nos ramos foram
retiradas, visando a uniformizagdo das estacas. Imediatamente apds o corte, as
estacas foram mantidas em solugdo com 100 mg L™ do fitorregulador AIB por
24 horas, no escuro ¢ em condicao de alta umidade.

Apds esse periodo, as estacas foram transferidas para bandejas de isopor
contendo 200 células com substrato de casca de arroz e foram mantidas em casa
de vegetacdo climatizada por 60 dias, com adubagdo semanal com solucdo de
Clark 50% da forga original.

Plantas com altura e idade semelhantes foram selecionadas e suas raizes
foram lavadas em dgua destilada para a retirada do excesso de substrato. As
plantas foram transferida para vaso de 2 litros contendo soluc¢do nutritiva de
Clark com 50% da forga ionica original (solucdo de adaptagdo) e permaneceram
em solucdo de adaptacdo por 1 semana e, entdo, foram transferidas para solucao
de Clark com a forga i6nica original por mais 2 semanas, sob aera¢do constante
e pH ajustado para 5,5. A solugao nutritiva foi preparada conforme Clark (1975)
com reagentes p.a. e continha: 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
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mmol L' S; 7,0 umol L' Mn; 2 pmol L' Zn; 0,5 pumol L' Cu; 19 umol L' B;
0,60 pmol L™ Mo; e 38 umol L' Fe complexado com Na,-EDTA.

Para o preparo das solu¢des estoque e padrdes foi utilizada agua
deionizada. Toda a vidraria utilizada foi lavada com solu¢do de acido cloridrico
30% (v/v) e, entdo, enxaguada trés vezes em dgua destilada antes do uso.

Antes de serem expostas as concentracdes de Cd e Zn, todas as raizes
das plantulas foram pigmentadas, através da imersdo em suspensdo de agua
destilada e pd fino de carvdo ativo e posteriormente enxaguadas em &agua
destilada, seguindo metodologia descrita por Schat & Ten Bookun (1992). Esse
método permitiu a visualizagdo do crescimento radicular, pois inicialmente, todo
o sistema radicular estava escuro e toda a raiz formada ap6s a exposicao ao Cd e

Zn apresentaria coloracao clara.

4.2 Conducdo experimental

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em cultivo
hidropoénico.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4x3, sendo um fator constituido por 4 concentracdes
crescentes de Cd (0; 5; 25 ¢ 50 umol L' fornecido como CdSO,) e o outro fator
constituido por 3 concentragdes crescentes de Zn (2; 50 e 300 pmol L’
fornecido como ZnSO,), com trés repetigdes, totalizando 36 parcelas. Os vasos
utilizados apresentavam capacidade de 2 L e continham uma tnica planta.

Apés trés semanas de adaptagdo em solugdo nutritiva de Clark, as
plantas foram expostas as concentracdes de Cd. As solugdes foram renovadas
semanalmente e o pH mantido em 5,5 com adi¢do de NaOH ou HCI 0,1 mol L',

quando necessario o ajuste.
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As plantas foram mantidas por um periodo de 42 dias em exposi¢do ao
Cd e Zn, periodo no qual foram observados 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 solugdo
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 em temperatura
entre 65 e 75° C até atingir massa constante. O peso da matéria seca foi
determinado em balanga de precisao (0,01 g) que em seguida foi moida em
moinho tipo Wiley equipado com peneira com malha de 0,38 mm, para ser

analisada quimicamente.

4.3 Analise de Cd e nutrientes 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
material em 10 mL de HNO; concentrado em forno de microondas 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 agua destilada. A partir dos
extratos, o teor de cadmio, calcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco
foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica, usando
equipamento Perkin Elmer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama, o teor
de potassio foi determinado por fotometria de chama, o teor de fosforo por
colorimetria ¢ o teor de enxofre por turbidimetria (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, 1999). O controle e a garantia da
qualidade dos resultados das andlises de Cd e nutrientes foram assegurados pelo
uso de material de referéncia Tomato Leaves, do NIST (SRM 1573a, National

Institute of Standards and Technology — NIST) em cada bateria de analise, bem
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como de uma amostra em branco. Os resultados obtidos foram satisfatorios, com
recuperacdo de 74% a 122%.

O actimulo de cadmio e zinco, ou fitoextracdo de Cd e Zn por planta, foi
calculado através da multiplicagdo da matéria seca produzida na parte aérea pela
concentragdo do elemento no tecido vegetal.

A especiacdo do cadmio e zinco em solugdo nutritiva foi obtida através
do programa Visual Minteq versdo 2.53 (Gustaffson, 2007), objetivando
verificar as principais formas de Cd e Zn presentes em cada concentragdo

estudada e sua disponibilidade.

4.4 Célculodo FBe FT

A habilidade das plantas em tolerar e acumular elementos-traco ¢ qtil
para a identificacdo de plantas com proposito de fitoextragdo e fitoestabilizacao.
Esta habilidade pode ser mensuravel através do fator de bioacumulagdo (FB) e
do fator de translocagdo (FT), que sdo definidos como a concentracdo do
elemento na planta em relagdo & concentragdo do elemento no solo e
concentragdo do elemento na parte aérea em relacdo a concentragdo do elemento
nas raizes, respectivamente.

Como o experimento foi realizado em solugdo nutritiva utilizaram-se,
para os calculos, as concentracdes dos elementos presentes em solucao,
conforme formulas abaixo:

FB = [elemento] pare acrea / [€lemento] g0 € [€lemento] 1, / [elemento]

solugio

FT = [elemento] partc aérea / [€leMENtO] raizes
onde [elemento] pare acrea © [€lemento] e representam a concentragdo do
elemento (cadmio ou zinco) na parte aérea e nas raizes (mg kg'),
respectivamente, enquanto [elemento] sgo € @ concentragdo do elemento

(cadmio ou zinco) em solugdo nutritiva (mg L) (Lubben & Saueerbeck, 1991;
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Srivastana et al., 2000; Baker & Whiting, 2002; Wei & Chen, 2006; Wei et al.,
2006; Gonzalez & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et al., 2006; Branquinho et al.,
2007; Jankong et al., 2007; Wang et al., 2007).

4.5 Andlises estatisticas

Os resultados da produg@o de matéria seca e as concentragoes de Cd, Zn
e nutrientes na parte aérea e raizes foram submetidos a analise de varidncia, por
meio do uso do programa estatistico Sisvar. As equacdes de regressdo foram
escolhidas pelo melhor ajuste, através do programa Table Curve 2D for
Windows v. 2.03 (Jandel Corporation). O coeficiente de correlacdo de Pearson
foi utilizado para determinar relagoes significativas entre a concentracao de Cd e
cada nutriente (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn) na parte aérea ¢ a
concentragdo de Zn e cada nutriente (P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Cd) na parte

aérea.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de matéria seca

As plantas de Alternanthera sp. tiveram o crescimento normal em todas
as combinagdes de Cd e¢ Zn em solucdo. As concentragoes de Cd nao
influenciaram a produ¢ao de matéria seca, assim como as concentragdes de Zn
isoladamente, também ndo. No entanto, a interacdo Cd e Zn foi significativa,
mostrando que existe uma combinacdo de Cd e Zn que proporciona uma maior
producdo de biomassa da parte aérea. O aumento das concentragdes de Cd ndo
exerceu efeito significativo sobre a produg¢do de matéria seca das raizes nas
diferentes concentra¢des de Zn (Figura 1). Da mesma forma, o aumento de
cadmio ndo influenciou a producdo de matéria seca da parte aérea e matéria seca
total de Alternanthera sp. nas concentragdes 2 e 50 pmol L™ de Zn (Figura 1).
No entanto, na maior concentragio de Zn (300 pumol L) houve diferenca na
producdo de matéria seca da parte aérea e total que foi maior na menor
concentragio de Cd (5 pmol L™). Nota-se ainda que, a partir da concentragio 25
pumol L™ de Cd houve menor produgio, que nio diferiu da produgio obtida na
concentragdo 50 pmol L de Cd (Figura 1).

A produgdo de biomassa foi favorecida pela mais alta concentracdo de
Zn associada a uma pequena concentragdo de Cd, na propor¢do de Zn:Cd de

60:1.
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FIGURA 1 Produgdo de matéria seca da parte aérea, das raizes e produgdo

total de Alternanthera sp. em fung¢do de concentragdes
crescentes de cadmio e zinco em solu¢do nutritiva. NS = nao
significativo.

Nas concentragdes 2 e 50 umol L' de Zn, independentemente da

concentragdo de Cd, as plantas ndo apresentaram sintomas de toxidez ou de

deficiéncia nutricional (Figura 2 A e B). No entanto, no tratamento com a maior
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concentragdo de Zn (300 umol L") e maior concentragdo de Cd (50umol L™), as
plantas apresentaram leve clorose nas folhas mais novas conforme pode ser visto
na Figura 2 (C). Esse sintoma parece estar associado a toxidez de Zn, pois, de
maneira geral, ocorre clorose de folhas, semelhantemente a deficiéncia de Fe
(Fontes & Cox, 1998). Para Breckle & Kahle (1992), a ocorréncia de clorose
pode estar relacionada com a deficiéncia multipla de varios elementos que
participam da formag@o, multiplicacdo e funcionamento de cloroplastos, ou na
sintese de clorofila. Essa deficiéncia de nutrientes pode ser resultado da inibigao
competitiva que o Zn pode exercer na absor¢do de outros ions (Malavolta,

1994). Apesar destas afirmagdes, torna-se dificil separar a influéncia do Cd e do

Zn neste inicio de sintomatologia.

FIGURA 2 Crescimento da parte aérea e raizes de Alternanthera sp. em solugéo
nutritiva controle (a esquerda) e 50 pmol L de Cd (a direita) em

funcdo de concentragdes crescentes de Zn; (A) 2, (B) 50 e (C) 300
umol L. Foto obtida no 42° dia apds exposi¢do aos elementos.
O fato da Alternanthera sp. ter crescido ¢ ndo ter apresentado grande

diferenca na producdo de biomassa, mesmo nas concentragdoes mais elevadas de

Cd e Zn, reafirma a hipétese de que as plantas tolerantes sdo endémicas de solos
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poluidos e sugere significativa adaptacdo ecofisiologica, manifestando
resisténcia a contamina¢ao do solo com elementos-trago, que no caso do Cd,
nunca ocorre isoladamente em ambientes naturais, mas aparece como um metal
acompanhante em minerais ricos em Zn e Pb (Baker et al., 1990). Portanto, esta
tolerancia multipla demonstra o seu potencial para ser utilizada como espécie
fitorremediadora em areas com elevados teores de Cd e Zn, como em areas de
extracdo de minério de zinco ou areas de deposito de rejeitos do processamento

de zinco.

5.2 Especiacédo de Cd e Zn na solugdo

Os resultados da especiagdo de Cd na maior concentragdo (50 pmol L)
e na maior concentragdo de Zn (300 umol L") em solugdo nutritiva de Clark
revelaram que 76,43% do Cd estava na forma Cd", 12,15% como CdEDTA?,
4,94% como CdSOy(q), 2,65% como CAHPOyyg), 2,64% como CdcCl’, 1,08%
como CdANO;", 0,06% como CdEDTA™ e 0,05 como Cd(SO4)2+2. Para Zn, os
resultados da especiagdo nessa mesma solugdo revelaram que 82,35% do Zn
estava na forma Zn"%, 10,40% como ZnEDTA™, 4,97% como ZnSO04(q), 1,16%
como ZnHPOyug, 0,92% como ZnNOs;', 0,09% como ZnCI', 0,06% como
ZnHEDTA™, 0,03 como Zn(SO,),” ¢ 0,02% como ZnOH". Isso evidencia quase
a totalidade do Cd e do Zn estavam dissolvidos em solucdo para serem

absorvidos pelas plantas.

5.3 Concentracéo de Cd nas plantas

Com o acréscimo de Cd na solugdo, houve um acréscimo na
concentragdo desse elemento na parte aérea e nas raizes de Alternanthera sp., em
todas as concentra¢des de Zn estudadas. O maior teor de Cd na planta foi obtido
na maior concentragdo de Cd (Figura 3). A interagdo Cd e Zn foi significativa

para a concentracdo de Cd na parte aérea, o que demonstra que existiu uma
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concentragdo de Cd e Zn que promoveu um maior teor de Cd em Alternanthera
sp.. A concentracdo de Cd na parte aérea foi menor que a concentragdo nas

raizes, [Cd]parte acrea < [Cd]raizes, independentemente da concentragdo de Zn.
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FIGURA 3 Concentragdo de Cd na parte aérea, raizes ¢ acimulo em plantas de
Alternanthera sp. em func¢do de concentragdes crescentes de
cadmio e zinco em solucdo nutritiva.
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As concentragdes de Cd na parte aérea e nas raizes aumentaram
linearmente com o aumento da concentracdo de Cd na solugdo nutritiva. As
concentragdes 50 ¢ 300 pmol L de Zn nio apresentaram diferenca significativa
na concentragio 50 pmol L™ de Cd e apresentaram o maior teor de Cd na parte
aérea e raizes. Considerando a menor concentra¢do de Zn na solugdo (2 pmol L
") e a maior concentragdo de Cd (50 umol L™), o valor estimado da [Cd]aies foi
1.005,53 mg kg'l, enquanto que [Cd]pare acrea f01 259,98 mg kg'l. Da mesma
forma, para a concentragdo 50 pumol L'deZn,a [Cd]aizes foi 1.420,29 mg kg'1 e
a [Cd]parte acrea f01 348,40 mg kg'l. Para a maior concentragdo de Zn (300 pumol L~
") a [Cd]saizes f0i 1.516,20 € a [Cd]pare acrea fOi 368,44 mg kg™

Pode-se observar que na menor concentragdo de Cd (Sumol L), a
concentragdo de Zn na solucdo ndo influenciou o teor de Cd na planta. No
entanto, em concentra¢des maiores de Cd (25 ¢ 50 pmol L), as concentragdes
mais altas de Zn na solu¢@o propiciaram uma maior concentracdo de Cd na parte
aérea. Isto pode ser melhor explicado pelos coeficientes angulares das equagdes
da Figura 3. A medida que as concentragdes de Zn em solucdo sdo aumentadas,
houve aumento do coeficiente angular da equagdo para a concentragdo de Cd, ou
seja, o aumento de Zn propicia o aumento de Cd, caracterizando sinergismo
entre estes elementos.

Resultado semelhante foi encontrado por Yang et al. (2004), com a
hiperacumuladora de Zn Sedum alfredii Hance. Da mesma forma, na
hiperacumuladora de Cd ¢ Zn Thlaspi caerulescens, a absor¢do de Cd ndo foi
inibida pelo Zn, Cu, Mn e Fe (Zhao et al.,, 2002). No entanto, resultados
diferentes foram encontrados na hiperacumuladora de Cd Arabidopsis halleri,
pois em alta concentragdo de Zn (500 pumol L") houve redugdo drastica da
concentragdo de Cd na parte aérea e nas raizes (Kiipper et al., 2000), o que
implica que o sistema de absor¢do e transporte para Cd ¢ Zn pode ser similar

nessa hiperacumuladora.
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A partir dos resultados obtidos, acredita-se que na hiperacumuladora de
Cd Alternanthera sp., o sistema de absor¢do para Cd e Zn seja diferente, pois
nao houve competi¢do na absor¢do deles. Nota-se que na maior concentracdo de
Zn em solugdo houve maior absor¢ao de Cd, caracterizando efeito sinergistico e
que propiciou inicio de sintoma de toxidez, caracterizado pelo inicio de clorose
nas plantas, quando ambos, Cd e Zn, estavam presentes em concentragcdes mais
altas.

O actimulo de Cd refere-se ao total de Cd transportado para a parte aérea
e ¢ calculado pela concentragdo de Cd, na parte aérea, multiplicado pela
producdo de matéria seca da parte aérea. A producdo de matéria seca da parte
aérea variou pouco em fun¢do do aumento das concentragcdes de Cd e Zn. No
entanto, a concentragdo de Cd aumentou linearmente em fungdo do incremento
de Cd e Zn, demonstrando maior eficiéncia de fitoextracdo de Cd nas maiores
concentragdes de Cd e Zn. O pardmetro acimulo ¢ muito importante para avaliar
o potencial de hiperacumulacdo da planta para ser utilizada na fitorremediacao

(Yang et al., 2002).

5.4 Concentracéo de Zn nas plantas

Com o acréscimo de Zn na solu¢do, houve um acréscimo na
concentragdo desse elemento na parte aérea e nas raizes de Alternanthera sp. em
todas as concentracdes de Cd estudadas (Figura 4). A interagdo Cd e Zn foi
significativa para a concentracdo de Zn na parte aérea, existindo, entdo, uma
concentrag¢do de Cd e Zn que promoveu um maior teor de Zn em Alternanthera
sp.. A concentragdo de Zn na parte aérea foi menor que a concentragdo nas

raizes, [Zn]pare acrea < [Z0]raizes, independentemente da concentragdo de Cd.
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FIGURA 4 Concentragdo de Zn na parte aérea, nas raizes ¢ acimulo em
plantas de Alternanthera sp. em fun¢do de concentragdes
crescentes de cadmio e zinco em solugdo nutritiva.

As concentragdes de Zn na parte aérea e nas raizes aumentaram
lincarmente com o aumento da concentracdo de Zn na solucdo nutritiva. Nas

concentragdes 2 ¢ 50 umol L™ de Zn, o incremento das concentragdes de Cd na
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solugdo ndo interferiram na concentragdo de Zn da parte aérea ¢ das raizes de
Alternanthera sp. (Figura 4).

No entanto, na maior concentragdo de Zn (300pumol L), o aumento da
concentragdo de Cd proporcionou maior concentracdo de Zn na parte aérea,
sendo o maior valor encontrado no tratamento com 300 pmol L de Zn e 50
pumol L™ de Cd. Comportamento oposto foi encontrado para as raizes, que
apresentaram menor concentragdo de Zn na raiz com o incremento das
concentragdes de Cd na solugdo nutritiva. Resultado semelhante foi encontrado
por Yang et al. (2004), em experimento com a hiperacumuladora de Zn Sedum
alfredii Hance, os quais observaram que o maior suprimento de Cd propiciou
aumento no teor de Zn na parte aérea e menor absor¢ao de Zn pelas raizes.

De acordo como os resultados, parece que a presen¢a do Cd na maior
concentragdo de Zn favoreceu a translocagdo de Zn, pois, houve maior
concentragdo de Zn na parte aérea e menor concentragdo nas raizes.
Considerando a maior concentragio de Zn (300 pmol L") e a maior
concentragdo de Cd (50 pmol L'l) o valor estimado da [Zn];,is foi 3.962,30 mg
kg'l € a [Zn]parte acrea f01 1.487,93 mg kg'l. Ja para menor concentra¢do de Cd (0
[Jmol L'l), a [Zn] iz f01 5.146,90 mg kg'l, enquanto que [Zn]pare aerea £01 974,71
mg kg‘l. Para a concentragdo 5 pmol L' de Cd, a [Zn] s f01 4.445,59 mg kg'1 e
a [Zn]parte acrea f01 991,17 mg kg'l. Para a concentragdo 25 pmol L' de Cd, a
[Zn] aizes 01 4.103,68 € a [Zn]pare acrea f01 1.104,83 mg kg'l.

A concentragdo de Zn na parte aérea de Alternanthera sp., apesar de ser
inferior aquela concentracdo encontrada na raiz, demonstra que essa espécie tem
a capacidade de acumular Zn na parte aérea, mesmo na presenga de Cd. No
entanto, essa concentragdo de Zn ndo é a minima necessaria, 10.000 mg kg,
para classifica-la como hiperacumuladora de Zn (Baker & Brooks, 1989).

Reeves & Baker (2000) afirmam que deve-se ter interesse em qualquer

espécie que possa acumular Zn na parte aérea em concentragdo proxima a 3.000
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mg kg e, particularmente, se ela for capaz de co-acumular outro metal toxico
(como Cd e Pb). E este é o caso dessa espécie que ¢ uma hiperacumuladora de
Cd e indicadora de Zn e portanto, pode ser usada em programa de

fitorremediagao destes elementos.

5.5 Coeficientes de bioacumulacéo e translocacéo

Diversos trabalhos tém destacado a importancia dos fatores de
bioacumulag¢dao (FB>1) e translocagdo (FT>1) para a classificacdo da planta
como hiperacumuladora (Lubben & Sauerbeck, 1991; Baker & Whiting, 2002;
Wei et al., 2004; Wei et al., 2005; Gonzales & Gonzales-Chavez, 2006; Yoon et
al., 2006; Branquinho et al., 2007). O FT demonstra a eficiéncia da planta no
transporte do elemento das raizes para a parte aérea, enquanto o FB avalia a
eficiéncia da planta em acumular o elemento em relacdo a uma determinada
concentragdo (Nascimento & Xing, 2000).

Os fatores de bioacumulacao (parte aérea e raiz) e translocagao para Cd e
Zn em Alternanthera sp. sdo apresentados nas Tabelas 1 ¢ 2.

O FT de Cd e de Zn em Alternanthera sp. ndo foram superiores a 1 em
nenhum tratamento, ou seja, houve uma certa restricdo na translocacdo de Cd e
Zn para a parte aérea.

A andlise de FT de Cd, fixando a concentragcdo de Cd e variando as
concentragoes de Zn, demonstrou que na menor concentragdo de Cd (5 pumol L
", o aumento da concentragdo de Zn promoveu diminuigdo significativa do FT
de Cd, ou seja, a presenca do Zn diminuiu a translocagdo do Cd. Diferentemente,
nas maiores concentragdes de Cd (25 e 50 pmol L"), o aumento das
concentragdes de Zn ndo influenciaram o FT de Cd (Tabela 1).

Ao fixar as concentracdes de Zn e variar as de Cd, observou-se que na
menor concentracao, 2 pmol L'de Zn, a translocagdo de Cd tendeu a ser maior

na menor concentragio de Cd (5 umol L), mas ndo diferiu da maior
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concentragdo de Cd (50 umol L™). No entanto, quando o Zn estava em maiores
concentragdes (50 e 300 umol L) a translocagdo de Cd foi favorecida pelo
aumento de sua concentragdo na solugdo (Tabela 1). Esta pode ser a principal

explicagdo para o inicio de clorose nas plantas (Figura 2C).

TABELA 1 Fatores de translocagdo e bioacumulacdo (parte aérea e raiz) para
cadmio em plantas de Alternanthera sp. expostas a concentragdes
crescentes de zinco e cadmio em solucdo nutritiva (desvio padrao
entre paréntesis).

Concentragdes de zinco . Concentragdes de cadmio (umol L™)----------
(umol L) 5 25 50
Fator de Translocagao
2 0,36 aA (0,03) 0,25 bA (0,02) 0,29 abA (0,08)
50 0,13 bB (0,05) 0,17 bA (0,02) 0,27 aA (0,04)
300 0,13 bB (0,04) 0,21 abA (0,07) 0,25 aA (0,01)
Fator de Bioacumulagdo da Parte Aérea
2 35bB (3) 37bB (4) 48 aB (4)
50 38 bB(8) 44 bB (2) 66 aA (3)
300 52 bA(3) 60 abA (5) 67 aA (2)
Fator de Bioacumulagdo da Raiz
2 67 bB(16) 137 abB (14) 187 aA (14)
50 321 aA(47) 257 aA (27) 253 aA (41)
300 432 aA (129) 291 bA (55) 266 bA (1)

Meédias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo Teste de
Tukey P<0,05. Letras maitsculas comparam médias na mesma concentragdo de Cd,
letras mintisculas comparam médias dentro da mesma concentracdo de Zn.

Assim, as concentragcdes de Cd e Zn na solugdo podem influenciar a
translocacdo do Cd em Alternanthera sp.

Para tentar minimizar os efeitos adversos a exposi¢cdo de metais pesados,
as plantas desenvolveram uma variedade de mecanismos de tolerincia aos
elementos-trago. Conforme Baker (1987), os mecanismos responsaveis pela

tolerancia de plantas a metais incluem a exclusdao e a acumulacdo. Na exclusao,
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a absor¢do ¢ evitada, o que previne a entrada de ions no citosol. A imobilizacdo
de Cd na parede celular das raizes é a primeira importante barreira contra o
estresse promovido pelo Cd (Nishizono et al., 1989) e ha uma restricdo na
translocagdo para a parte aérea (Baker, 1987). A imobilizacdo nas células da
raizes, juntamente com os valores de FT baixos (Baker, 1987), associado a FB<1
(Lehmann & Rebele, 2004) podem caracterizar mecanismo de exclusdo,
visando a minimizar a toxidez do Cd (Baker, 1987). Ja a acumulagdo de metais é
caracterizada por mecanismo fisiolégico que permite a absor¢do e acumulagdo
de elevadas concentragdes de metais pelas plantas, na parte aérea, com a
compartimentalizacdo em vactiolo (Baker, 1987; Dahmani-Muller et al., 2000).

Em Alternanthera sp., o FB de Cd das raizes foi maior que o FB da parte
aérea, reafirmando a restri¢cdo na translocagdo. Mas ao mesmo tempo, o valor de
FB (parte aérea e raiz) demonstrou a eficiéncia da planta em acumular o
elemento sem redugdo no crescimento.

Fixando as concentragdbes de Cd, pode-se observar que
independentemente da concentragdo (5, 25 ou 50 umol L), com o aumento da
concentragdo de Zn, houve um aumento no FB de Cd, tanto da parte aérea
quanto das raizes, exceto na concentragdo 50 pmol L de Cd, onde o FB das
raizes foi constante (Tabela 1). Desta forma, acredita-se que o Zn tenha efeito
sinergistico no FB de Cd em Alternanthera sp.. Ao analisar as concentra¢des de
Zn, variando-se as concentracdes de Cd, pode-se observar que na concentracao 2
pumol L™ de Zn, o aumento das concentra¢des de Cd proporcionou um aumento
no FB de Cd tanto da parte aérea quanto das raizes. Na concentragdo 50 umol L’
"de Zn, o incremento de Cd aumentou o FB de Cd da parte aérea, mas nao
influenciou o FB de Cd das raizes. Ja na maior concentragdo, 300 pmol L™ de
Zn, o aumento de Cd promoveu o aumento no FB de Cd da parte aérea, no

entanto, diminuiu o FB de Cd das raizes. O maior FB de Cd na parte aérea foi
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obtido na maior concentragdo de Cd e Zn, demonstrando o efeito sinergistico do
Zn no FB de Cd.

A acumulacao de metais € caracterizada por mecanismo fisiolégico que
permite a absorcdo e acumulagdo de elevadas concentracdes de metais pelas
plantas na parte aérea (Baker, 1987; Dahmani-Muller et al., 2000). Isso ocorre
através da sintese de peptideos ou proteinas, como fitoquelatinas e
metalotioneinas, que complexam o Cd, através da compartimentalizagdo do Cd
em vacuolo e do aumento do sistema de defesa antioxidante, que sdo os
principais mecanismos envolvidos na destoxificagdo em plantas (Salt et al.,
1998; Lugon-Moulin et al., 2004; Kirkham, 2006).

Os resultados mostram que Alternanthera sp. acumula Cd nos tecidos,
mas tem certa restricdo em transloca-lo das raizes para a parte aérea. O padrdo
de absor¢do de Cd encontrado foi linear, ou seja, a concentragdo de Cd interna
refletiu a concentracdo externa, em outras palavras, o aumento da concentragdo
de Cd na solugdo, promoveu um aumento na concentracdo de Cd na parte aérea.

Ao observar os resultados de FT de Zn, fixando-se as concentragdes de
Cd, independentemente da concentragdo, nota-se que o FT ¢ maior na menor
concentragdo de Zn (2 pmol L), ou seja, o aumento da concentragdo de Zn
promove uma diminui¢ao no fator de translocagdo (Tabela 2).

Fixando-se as concentragdes de Zn, observou-se que na concentragdo 2
pumol L de Zn, 4 medida que aumentou-se a concentragio de Cd, o FT de Zn
diminuiu. Na concentragdo de 50 umol L' de Zn, o aumento nas concentracdes
de Cd ndo interferiu na translocacdo de Zn e na maior concentracdo de Zn (300
pmol L™, o acréscimo de Cd na solugiio promoveu aumento na translocagio do
Zn. Desta forma, as concentragcdes de Cd e Zn afetaram a translocacdo de Zn em
Alternanthera sp..

O FB de Zn das raizes foi superior ao FB da parte aérea em todos os

tratamentos. Ao analisar o FB da parte aérea, fixando-se as concentra¢des de Cd,
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notou-se que, independentemente da concentragdo, o FB foi superior na menor
concentragdo de Zn, ou seja, o acréscimo de Zn promoveu uma menor eficiéncia
no acimulo de Zn pela parte aérea. Ao fixar as concentragdes de Zn,
independentemente da concentragdo, percebeu-se que o acréscimo de Cd
aumentou o fator de bioacumulacdo de Zn na parte aérea, sendo o maior FB

obtido no tratamento com 2 umol L™ de Zn e 50 pmol L' de Cd.

TABELA 2 Fatores de translocacdo e bioacumulacdo (parte aérea e raiz) para
zinco em plantas de Alternanthera sp. expostas a concentragdes
crescentes de zinco e cddmio em solugdo nutritiva (desvio padrao
entre paréntesis).

Concentragesde oo Concentragdes de cadmio (umol L)--------—-
zInco 0 5 25 50
(umol L) Fator de Translocagao
2 0,77 aA (0,13) 0,81 Aa (0,02) 0,59 bA (0,02) 0,47 bA (0,03)
50 0,27 aB (0,08) 0,31 aB (0,10) 0,28 aB (0,03) 0,31aAB (0,06)
300 0,19 bB (0,03) 0,22 bB (0,02) 0,28 abB (0,07) 0,38 aB(0,05)
Fator de Bioacumulagdo da Parte Aérea
2 121 cA (3) 179 bA(5) 211 aA (12) 215aA (11)
50 50 bB (9) 51bB (14) 61 abB (2) 71 aB (5)
300 50 bB (5) 51bB (1) 56 bB (4) 76 aB (2)
Fator de Bioacumulagdo da Raiz
2 160 cB (26) 222 cA (11) 360 bA (25) 460 aA (13)
50 185 aB (19) 169 aA (14) 220 aB (27) 237 aB (58)
300 264 aA (57) 228 aA (19) 209 aB (48) 202 aB (25)

Médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo Teste de
Tukey P<0,05. Letras maitsculas comparam médias na mesma concentragdo de Cd,
letras mintisculas comparam médias dentro da mesma concentragdo de Zn.

Com relacdo ao FB das raizes, ao fixar a concentragdo de Cd, observou-
se que na auséncia do Cd, o aumento das concentragdes de Zn propiciou uma
maior eficiéncia de bioacumulagio de Zn nas raizes. Na concentragio 5 pmol L™

de Cd, o FB de Zn nas raizes nao foi influenciado pelas concentragdes de Zn. Ja

152



nas maiores concentragdes de Cd (25 e 50 pmol L), o aumento das
concentragdes de Zn diminuiram o FB de Zn nas raizes. Fixando-se as
concentragdoes de Zn, na menor concentragdo de Zn (2, pmol L"), o acréscimo
das concentracdes de Cd favoreceu a eficiéncia do acimulo de Zn nas raizes. Ja
nas maiores concentragdes de Zn (50 e 300 pmol L") o FB de Zn nio foi
influenciado pelas concentragdes de Cd.

Trabalhando com sementes de arroz, Homma & Hirata (1984)
observaram que em concentragdes maiores de Cd e Zn, a propor¢do de Zn
absorvido em relagdo ao Cd absorvido era duas vezes maior quando ambos o0s
ions estavam em concentragdo igual na solucdo nutritiva. Esse resultado ndo foi
obtido nesse trabalho, pois quando Cd e Zn estavam na mesma concentragdo, 50
pumol L™, a concentragio de Zn encontrada foi 3,55 mmol kg enquanto a de Cd
foi 3,28 mmol kg, ou seja, a Alternanthera sp. absorveu aproximadamente a
mesma quantidade de Cd em relagdo a Zn quando ambos estavam em

concentragdo igual na solu¢do nutritiva.

5.6 Nutrientes na planta e correla¢es com Cd e Zn

Poucos s3o os estudos que relacionam a influéncia da presenga do Cd
sobre a concentracao de nutrientes em plantas. Deve-se empenhar esfor¢os no
sentido de se conhecerem as conseqiiéncias da presenca do Cd, juntamente com
0 Zn, ndo s6 em termos de sobrevivéncia das plantas, mas quanto aos seus
efeitos sobre a nutricdo, que ¢ fator essencial para o desenvolvimento das
espécies vegetais. Desta forma, o entendimento da relagdo entre a absor¢do de
Cd e Zn e a nutri¢ao da planta ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias
eficientes para o crescimento e sobrevivéncia de plantas e, consequentemente,
para a fitoextragao desses elementos em programas de fitorremediagdo.

As concentragdes de P, K, Mg e S foram maiores nas plantas submetidas

as maiores concentragdes de Cd e Zn (Tabela 3).
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TABELA 3 Concentragdo de macro e micronutrientes na parte aérea de
Alternanthera sp. exposta a concentragdes crescentes de Cd e Zn.

Concentragdes de

zinco 0 5 25 50
(kmol L) Fésforo (g kg™)

2 0,08 bB 0,39 aA 0,33 aB 0,11 bC
50 0,29 aA 0,30 aA 0,22 aC 0,21 aB
300 0,11 bB 0,19 bB 0,48 aA 0,47 aA

Potassio (g kg™)

2 23,67 bcA 27,91 aA 26,57 abA 22,66 cC
50 17,28 bB 18,60 bB 20,47 bB 28,18 aB
300 20,66 cA 19,31 cB 26,06 bA 31,63 aA

Calcio (g kg™

2 16,07 aA 15,99 aA 14,89 aA 13,20 aA
50 10,94 aB 11,84 aB 11,46 aB 11,65 aA
300 9,90 aB 10,97 aB 10,24 aB 11,93 aA

Magnésio (g kg™)

2 1,70 aA 1,95 aA 1,89 aA 1,70 aB
50 1,56 bA 1,48 bB 1,65 abA 1,93 aAB
300 1,68 bA 1,66 bB 1,70 bA 2,03 aA

Enxofre (g kg™)

2 1,49 bB 1,65 abC 1,07 bC 2,23 aC
50 1,01 dB 2,47 cB 4,06 bB 4,80 aB
300 4,33 cA 3,76 cA 5,11 bA 5,88 aA

Cobre (mg kg™

2 7,03 aB 8,36 abA 9,41 aA 9,21 aA
50 8,37 aAB 8,18 aA 8,59 aA 9,83 aA
300 9,32 aA 5,08 cB 6,17 becB 7,17 bB

Ferro (mg kg™)

2 82,38 aA 77,88 aA 75,64 aA 45,28 bA
50 63,80 aB 38,81 bC 39,03 bB 20,58 cB
300 44,47 aC 55,91 aB 50,71 aB 50,00 aA

Manganés (mg kg™

2 34,75 bA 56,64 aA 53,26 aA 40,84 bA
50 40,53 aA 41,29 aB 43,51 aAB 4321 aA
300 41,05 aA 35,81 aB 34,43 aB 43,05 aA

Meédias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes pelo Teste de
Tukey P<0,05. Letras maitisculas comparam médias na mesma concentragdo de Cd,
letras mintsculas comparam médias dentro da mesma concentra¢do de Zn.

Yang et al. (2004) encontraram maior concentracdo de P em plantas de

Sedum alfredii Hance submetidas a concentra¢cdes maiores de Cd. Maiores
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concentragdes de S e Mg foram encontradas na parte aérea de Arabidopsis
halleri submetida a concentragdes maiores de Cd (Kiipper et al., 2000).

As concentragdes de Ca em Alternanthera sp. nio foram alteradas pelas
concentragdes de Cd. No entanto, foram alteradas pelas concentragdes de Zn.
Nas concentragdes 0, 5 ¢ 25 umol L' de Cd, o aumento da concentracdo de Zn
diminuiu a concentragdo de Ca, ja na maior concentragdo de Cd a presenca do
Zn ndo alterou a concentragdo de Ca.

As concentragdes de Cu foram alteradas pelas concentragoes de Zn e de
Cd. As concentragdes de Fe foram alteradas pelas concentragdes de Zn dentro de
todas as concentragdes de Cd. Nas concentragdes 0, 5 e 25 umol L™, quanto
menor a concentracdo de Zn em solugdo, maior a concentragdo do Fe na parte
aérea. No entanto, na maior concentragio de Cd (50 pmol L™), a concentragio
de Fe foi menor somente no tratamento com 50 umol L de Zn. Nota-se que
houve um aumento na concentragao de Fe na maior concentracdo de Zn.

Ao fixar a concentragdo de Zn, nas menores concentragoes, 2 € 50 umol
L, o acréscimo de Cd promoveu decréscimo na concentragio de Fe, enquanto
que na maior concentragio de Zn, 300 umol L™, as concentra¢des de Cd ndo
exerceram influéncia sobre as concentragdes de Fe.

Em experimento com Arabidopsis halleri, Kiipper et al. (2000)
observaram que nas maiores concentragdes de Cd e Zn, houve um decréscimo
nas concentragdes de Fe e Mn na parte aérea. Neste trabalho, as concentragdes
de Mn néo foram alteradas dentro das concentra¢des 50 e 300 pmol L de Zn
em funcdo do incremento de Cd.

As correlagdes entre a concentragdo de Cd e nutrientes na parte aérea das
plantas de Alternanthera sp. nas diferentes concentragdes de cadmio e zinco
estdo apresentados na Tabela 4.

O manganés foi o tinico nutriente que ndo apresentou correlagdo com a

concentragdo de Cd, independentemente da concentracdo de Zn.
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Para a concentragio 2 umol L' de Zn, a concentragio de Cd
correlacionou-se negativamente com o Ca e o Fe e correlacionou-se
positivamente com o S, Cu e Zn. Para a concentragdo 50 umol L™ de Zn, a
concentragdo de Cd correlacionou-se negativamente com o P e o Fe e
correlacionou-se positivamente com o K, Mg, S, Cu e Zn. Para a concentragao
300 umol L™ de Zn, a concentragio de Cd ndo apresentou correlagio negativa
com nenhum nutriente, no entanto, correlacionou-se positivamente com o K,
Mg, S e Zn. Kiipper et al. (2000) observaram que o Mg ¢ o Cd apresentaram
correlagdo positiva a nivel celular em Arabidopsis halleri, o que pode ser
explicado como uma reagdo de defesa da planta. O aumento da concentragdo de
Mg pode reduzir a substituicdo de Cd na molécula de clorofila, evitando os

danos causado pelo excesso desse elemento.

TABELA 4 Correlacdo de Pearson entre concentragdes de cadmio e nutrientes
da matéria seca da parte aérea de plantas de Alternanthera sp.
expostas a concentragdes crescentes de cadmio e zinco em
solugdo nutritiva .

Concentragdo de Cd

Zn 2 umol L™ Zn 50 pmol L™ Zn 300 pmol L'
P -0,30 N -0,68 0,82
-0,44 NS 0,96 " 0,95
Ca -0,62 " 0,117 0,58 ™8
Mg 0,218 0,74 0,81
S 0,58 " 0,84 " 0,91
Cu 0,60 0,71 " -0,10NS
Fe -0,84" 0,83 " 0,058
Mn -0,13 N8 0,23 N8 0,258
Zn 0,75 0,77 0,95

" Significativo a P < 0,05, Significativo a P < 0,01 ¢ NS ndo significativo. n = 12
parcelas
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E interessante ressaltar que na maior concentracdo de Zn, a correlagdo
negativa de Cd com o Fe deixou de existir e a correlacdo positiva existente entre
a concentragdo de Cd e a concentragdo de Zn e de S foi maior. A explicagdo para
o aumento da concentragdo de S esta relacionada ao seu papel em compostos
responsaveis pela detoxificagdo de Cd (e.g. fitoquelatinas), fato que tem sido
bastante documentado. A grande maioria das plantas produz fitoquelatinas como
resposta ao excesso de absor¢ao de metais, incluindo Cd e Zn (Sun et al., 2005).

As correlagdes entre a concentracdo de Zn com os nutrientes na parte
aérea das plantas de Alternanthera sp. nas diferentes concentragdes de cadmio e

zinco estdo apresentadas na Tabela 5.

TABELA 5 Correlagdo de Pearson entre concentragdes de zinco e nutrientes da
matéria seca da parte aérea de plantas de Alternanthera sp. expostas
a concentragdes crescentes de cadmio e zinco em solucdo nutritiva.

Concentracdo de Zn

Cd 0 pmol L™ Cd 5 pmol L™ Cd 25 umol L™ Cd 50 umol L™
P 0,22 0,85 0,75 " 0,97
K -0,08 ™ 0,538 0,26 0,83
Ca 0,66~ -0,71° 0,74 0,198
Mg 0,20 ™ 0,228 0,28 NS 0,56
S 0,96~ 091" 0,78 ° 0,80
Cu 0,71° 0,927 0,97 0,727
Fe 0,837 0,198 0,34 ™8 0,50
Mn 0,49 N8 0,63 -0,90 0,128
Cd 0,25 0,88 0,937 0,62

: Significativo a P < 0,05, Significativo a P < 0,01 e NS ndo significativo. n = 9
parcelas
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O Mg foi o uUnico nutriente que ndo apresentou correlacdio com a
concentragdo de Zn, independentemente da concentragdo de Cd. O S apresentou
correlagdo positiva com as concentragdes de Zn, independentemente da
concentra¢do de Cd. No entanto, em Arabidopsis halleri, a hiperacumulagdo de
Zn ndo se correlacionou positivamente com as concentragdes de S (Kiipper et
al., 2000).

No tratamento ausente em Cd, a concentracdo de Zn correlacionou-se
negativamente com o Fe e correlacionou-se positivamente com o S ¢ o Cu. Para
a concentragdo 5 pmol L' de Cd, a concentragdo de Zn correlacionou-se
negativamente com P, Ca e Cu e correlacionou-se positivamente com o S e Cd.
Para a concentragio 25 umol L' de Cd, a concentragio de Zn apresentou
correlacdo negativa com Ca, Cu e Mn e correlacionou-se positivamente com P, S
e Cd. Para a concentragio 50pumol L de Cd, a concentragio de Zn apresentou
correlacdo negativa com Cu e correlacionou-se positivamente com P, K e S e
ndo apresentou correlagdo com o Cd. E interessante ressaltar que com 0 aumento
das concentrac¢des de Cd, a correlagdo negativa existente entre a concentracdo de

Zn e a concentracao de Fe deixou de existir.
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6 CONCLUSAO

O cadmio e o zinco apresentam sinergismo para absor¢do e transporte
em Alternanthera sp.

O zinco aumenta a translocagdo de cadmio e vice-versa. Um sistema
especifico de transporte para cada um destes elementos existe nesta espécie.

A planta Alternanthera sp. é hiperacumuladora de cddmio, indicadora de
zinco ¢ pode ser utilizada em programas de fitorremediacdo para estabilizar

areas contaminadas com altas concentragdes destes elementos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ja foram identificadas varias plantas hiperacumuladoras de metais
pesados. A grande maioria foi encontrada colonizando 4reas com altas
concentragdes de Zn, Cd e Pb, em solos com histérico de atividade de
mineragdo, sendo a maioria distribuida na Europa ¢ Australia (Reeves & Baker,
2000; Baker et al., 2000). Até hoje, nenhuma espécie foi identificada como
hiperacumuladora de Cd e Zn no Brasil. No entanto, conforme Reeves & Baker
(2000), deve-se ter interesse em qualquer espécie que possa acumular Zn na
parte aérea em concentragio proxima a 3.000 mg kg™, e particularmente, se ela
for capaz de co-acumular outro metal toxico (como Cd e Pb). Desta forma, a
coleta e identificagdo de Alternanthera sp. demonstra que o Cd € Zn podem ser
absorvidos ¢ removidos através da fitoextracdo. Através deste estudo, esta
espécie pode ser validade como hiperacumuladora de Cd e indicadora de Zn, o
que a torna uma atrativa opgo para ser usada em programas de fitorremediacdo
de solos. A eficiéncia da fitoextracdo ¢ determinada pela quantidade total do
elemento extraido pela planta, o qual é dependente de dois fatores principais: a
concentragdo do elemento-trago na matéria seca e o total de biomassa produzida.
A planta ideal para fitoextracdo seria aquela com crescimento rapido, sistema
radicular abundante e de facil propagagdo (Gosh & Sing, 2005). A Alternanthera
sp., quando comparada com hiperacumuladoras de Cd e Zn, apresentou menor
concentragdo de Cd e Zn nos tecidos, no entanto apresentou maior producgdo de
biomassa.

Os resultados indicaram que ha sinergismo na interagdo Cd e Zn para
absorcao e transporte. Um maior suprimento de Zn aumentou a translocacdo de
Cd. E da mesma forma, em maiores concentragdes de Zn, um maior suprimento

de Cd aumentou a translocacdo do Zn. Esse resultado sugere a existéncia de um
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sistema especifico de transporte para o Cd e Zn. As concentragdes dos nutrientes
em funcdo do maior suprimento de cadmio e zinco demonstraram que a
tolerdncia de Alternanthera sp. pode estar associada a habilidade em manter o
balanco nutricional dos elementos essenciais dentro da planta.

Outro aspecto positivo foi que essa espécie ndo apresentou dificuldades
para propagacdo, podendo ser propagada sexuadamente (sementes) e
assexuadamente (por estaquia e cultura de meristemas in vitro), além de possuir
a vantagem de rebrotar apos a colheita ou corte.

A descoberta desta nova hiperacumuladora de Cd Alternanthera sp.
servird como uma importante fonte de material vegetal para o entendimento dos
mecanismos de co-hiperacumulagdo de Cd e Zn em plantas superiores. Além
disso, a possibilidade de identificagdo de genes responsaveis pelo transporte,
transformacao e tolerancia a metais pesados e o estudo de sua possivel expressdao
em plantas com maior capacidade de produgdo de biomassa amplia as
potencialidades da fitorremediacdo (Zhao & McGraph, 2009). Desta forma,
Alternanthera sp. torna-se uma importante fonte destes genes para serem usados

em programas de biotecnologia com espécies de clima tropical.
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