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RESUMO

Uma das atividades que mais contribui para a poluicdo do solo com
elementos-traco é a mineracgdo, por produzir grandes quantidades de rejeitos. A
fitorremediacdo é uma técnica de uso crescente na descontaminagdo ambiental.
Esse trabalho objetiva identificar modificagfes anatdbmicas em folhas e raizes de
espécies vegetais nativas do Cerrado quando submetidas ao contato com solo
contaminado com altos teores de Cadmio e Zinco, bem como a possibilidade de
uso dessas especies na de fitorremediacdo ambiental. Inicialmente, uma area de
rejeito de mineragdo foi visitada para realizagdo do levantamento floristico e
selecdo de espécies para estudo e coleta de solo contendo altos teores de
elementos-traco. Na area de estudo foram encontradas oito espécies com
potencial uso em fitorremediacdo, distribuidas em sete familias botanicas. Dente
elas, trés espécies foram selecionadas para testes, sendo as espécies arboreas
Eugenia dysenterica DC e Inga vera Willd e a espécie herbadcea Gomphrena
globosa L. Mudas destas espécies foram colocadas em contato com o solo
contaminado por 25,22 mg Kg™* de Cd e 4898,39 mg Kg™* de Zn e em solo
nativo de Cerrado sem contaminacgéo (1,18 mg Kg™ de Cd e 14,59 mg Kg™ de
Zn) como testemunha. As mudas de G. globosa receberam inoculacéo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) para verificagdo de seu desenvolvimento em
solo contaminado com os elementos em associagcdo com microorganismos do
solo. Amostras dos 6rgdos vegetativos foram analisadas em microscopia de luz e
varredura, e o0 teor dos contaminantes absorvidos pelas espécies foi mensurado.
Os resultados mostram que todas as espécies apresentaram plasticidade
morfoldgica nessas condi¢des, como variacdes na espessura do mesofilo,
nimero de camadas no parénguima esponjoso, tamanho do parénquima
palicadico e diferencas no tamanho dos estbmatos quando em contato com 0s
elementos estudados. As espécies obtiveram bons resultados na concentracdo
dos elementos, principalmente na absor¢do e acumulacao pelas raizes. Nas raizes
de E. dysenterica foram encontrados 17,92 mg Kg™ de Cd e 560,88 mg Kg™ de
Zneem |. vera 28,12 mg Kg™ de Cd e 1394,33 mg Kg™* de Zn. Em G. globosa
foram encontrados 69,35 mg Kg™ de Cd e 1445,77 mg Kg™ de Zn nas raizes das
plantas em solo sem FMAs; e 73,60 mg Kg™ de Cd e 983,53 mg Kg™ de Zn nas
raizes das plantas que receberam a inoculacdo dos fungos. E. dysenterica
apresentou maior sensibilidade ao Cd enquanto I. vera e G. globosa
demonstraram maior resisténcia. Nas partes aéreas (caule e folhas) de E.
dysenterica foram encontrados 6,51 mg Kg™ de Cd e 383,34 mg Kg™ de Zn. Em
l. vera 1,77 mg Kg™ de Cd e 2691,23 mg Kg™ de Zn. Em G. globosa foram
encontrados 25,88 mg Kg™ de Cd e 3396,18 mg Kg™ de Zn nas partes aéreas das
plantas em solo sem FMAs; e 29,15 mg Kg™ de Cd e 1485,16 mg Kg™ de Zn nas
partes aéreas das plantas que receberam a inoculacdo dos fungos. Com esses



dados, o indice de translocacdo foi calculado, onde I. vera e G. globosa
apresentaram elevado indice de translocacdo de Zn, com valores superiores a 1
nas duas espécies. |. vera apresentou indice 1,98 para translocacdo desse
elemento. Em G. globosa os resultados obtidos foram de 2,37 em solo sem
FMAs e 1,61 nas plantas que receberam a inoculagdo dos fungos micorrizicos
arbusculares. As espécies estudadas ndo apresentaram alto indice de
translocagdo de Cd. A inoculagdo de FMAs em G. globosa ndo se mostrou
favoravel para o desenvolvimento dessa espécie nas condicdes estudadas. As
espécies estudadas podem ser usadas em programas de recuperacdo de areas
com caracteristicas semelhantes por apresentarem capacidade de adaptacdo aos
contaminantes. Estudos com maior duragdo podem contribuir para melhor
conhecimento e caracterizacdo destas espécies como hiperacumuladoras dos
elementos estudados.

Palavras-chave: Recuperacdo de &reas degradadas. Cadmio. Zinco. Mineragé&o.
Anatomia ecoldgica.



ABSTRACT

Mining is one of the human activities that most contribute to soil
pollution with trace elements. It usually results in the deposition of great
amounts of metal in the soil. Phytoremediation is a technique that has been
largely used for environmental decontamination. The objectives of this study
were to identify anatomical differences in leaves and roots of plants exposed to
soil contaminated with high levels of cadmium and zinc, as well as to verify the
presence of species with potential phytoremediation use. The specimens used are
all native vegetal types of the Cerrado biome (Brazilian Savanah). A mining
tailings area was selected and visited to first make a floristic inventory and
selection of species to be used in this study. Samples of soil containing high
levels of trace elements were also collected. A total of eight species of potential
phytoremediation use were registered. These species are distributed among
seven different families. The species Eugenia dysenterica DC (tree species),
Inga vera Willd (tree species) and Gomphrena globosa L. (herbaceous species)
were selected for more detailed studies concerning their phytoremediation
potential. Seedlings of these species were placed in soil contaminated with 25.22
mg kg® of Cd and 4898.39 mg kg* of Zn. The control was placed in
uncontaminated soil of the Cerrado biome (1.18 mg kg™ of Cd and 14.59 mg kg’
! of Zn). Seedlings of G. globosa were inoculated with arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) to verify the plants’ development (in contaminated soil) and the
possible effects of their symbiosis with the AMF. Samples of the vegetative
organs were examined through light and scanning microscopy. The level of
contaminants absorbed by the specimens was measured. The results showed that
all species have morphological plasticity under the conditions they were exposed
to. The morphological variations observed were the thickness of the mesophyll,
number of layers in the spongy parenchyma, size of palisade parenchyma and
differences in stomatal index. The results obtained concerning the concentration
of trace elements, especially related to the absorption and accumulation of
elements by the roots, were optimistic. The concentration of elements in the
roots for the three species were: E. dysenterica with 17.92 mg kg™ of Cd and
560.88 mg kg™ of Zn; I. vera with 28.12 mg kg™ of Cd and 1394.33 mg kg™ of
Zn; and G. globosa with 69.35 mg kg* of Cd and 1445.77 mg kg™ of Zn. The
specimens of G. globosa inoculated with  AMF, presented different
concentration of elements in the roots: 73.60 mg kg™ of Cd and 983.53 mg kg™
of Zn. E. dysenterica showed higher sensibility to Cd, whilst I. vera and G.
globosa presented higher resistance to this element. Considering the aerial parts
(stem and leaves), E. dysenterica presented 6.51 mg kg™ of Cd and 383.34 mg
kg* of Zn; I. vera, 1.77 mg kg” of Cd and 2691.23 mg kg™ of Zn and G.
globosa, 25.88 mg kg™ of Cd and 3396.18 mg kg™ of Zn. The specimens of G.



globosa inoculated with AMF presented 29.15 mg kg™ of Cd and 1485.16 mg
kg of Zn in their aerial parts. The data obtained in this study was used to
calculate the translocation index of each species. The results showed that I. vera
and G. globosa presented high Zn translocation index values (>1). The Zn
translocation index for 1. vera was 1.98; G. globosa (without AMF), 2.37 and G.
globosa (with AMF), 1.61. However, the Cd translocation index was low in all
species. The AMF inoculation on G. globosa was not favorable for the
development of this species under the environmental conditions considered in
the present study. The three species studied have the ability to adapt to
contaminant exposure. Thus, these species may be used in recovery programs of
areas with environmental characteristics similar to those considered in this
study. Long-duration studies should be considered to obtain a better
understanding and characterization of these species as hyperaccumulators of the
elements analyzed in this study.

Keywords: Recovery of degraded areas. Cadmium. Zinc. Mining. Ecologic
anatomy.
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CAPITULO 1

Introducéo Geral

Metais pesados no solo e as técnicas de fitorremediagédo
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1 INTRODUCAO

As atividades de mineragdo sdo de fundamental importdncia para a
obtencdo da matéria-prima necessaria para a fabricacdo de bens indispensaveis
ao homem, trazendo inGmeros beneficios para a sociedade e para o
desenvolvimento do pais. Entretanto, diversos trabalhos mostram que o processo
de obtencdo desses recursos pode causar impactos ambientais, comprometendo a
salide da populacdo, dos ecossistemas e a vida de futuras geragdes.

O Estado de Minas Gerais detém 92% das reservas brasileiras de zinco
(Zn), sendo responsavel por praticamente 100% da producdo (BIGARELLLI;
ALVES, 1998). Uma das empresas produtoras é a Votorantim Metais, com
atividades de mineracdo localizadas em Vazante e Paracatu, MG. O
processamento do minério é realizado no municipio de Trés Marias, MG. A area
recém adquirida pela empresa possui um histérico de contaminacgédo do solo por
actimulo de residuos ricos em elementos traco, resultado da atividade do refino
do zinco.

Solo contaminado é aquele que apresenta concentracdes de determinado
elemento quimico acima do esperado em condi¢cdes naturais, sendo essa
contaminacdo geralmente resultante de atividades antropicas (McBRIDE, 1994;
SOARES et al.,, 2002). Se a contaminacdo resulta em alteracdo de sistemas
biol6gicos ou bioquimicos, o solo é entdo dito poluido (KABATA-PENDIAS;
MUKHERJEE, 2007).

A poluicdo do solo tem merecido atencéo especial nos Gltimos anos por
apresentar sérios riscos a salde humana e a qualidade do ambiente, sendo
crescente o interesse mundial nas questdes ambientais, de forma que direcionou
a Politica Publica Nacional na elaboracdo de leis de protecdo ao meio ambiente,
delimitacdo de areas de protecdo ambiental, normatizacdes para o descarte de

rejeitos industriais e instrucBes para melhor controle dos impactos ambientais
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causados pelas empresas, atentando para a responsabilidade social e ambiental
dessas organizacGes. Nesse sentido, cita-se a Lei Federal 6.938/81 e a Resolucdo
CONAMA 420/2009.

Como alternativa ao elevado custo de recuperacao através de processos
quimicos e fisicos das areas degradadas, os estudos dos processos bioldgicos na
recuperacao dessas areas, como a fitorremediacdo (por meio do uso de plantas) e
a biorremediacao (fungos e bactérias) estdo crescendo, sendo muito incentivados
pelo setor industrial, que visa atender as exigéncias descritas na legislacao,
através da correcdo ou mitigacdo dos danos ambientais causados por suas
atividades.

A fitorremediacdo é uma técnica emergente para descontaminagdo
ambiental (LINDBLOM et al., 2006), de baixo custo e que gera 0 minimo de
perturbacdo ao solo quando comparado com outras técnicas (HENRY, 2000),
favorecendo o financiamento da recuperacdo ambiental quando 0s recursos sdo
escassos (NASCIMENTO et al., 2006).

Os mecanismos de tolerdncia das plantas aos elementos-traco eram
pouco conhecidos. Entretanto, muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com
0 objetivo de obter maior conhecimento das estratégias utilizadas pelas plantas
para contornar os problemas causados pela contaminacdo do solo em que elas se
encontram e garantir sua sobrevivéncia. Atualmente ja se sabe que existem
grandes diferencas morfoldgicas entre as espécies vegetais tolerantes e as mais
sensiveis aos efeitos dos metais no solo; e ainda que as principais diferencas
ocorram em processos bioquimicos e fisiol6gicos. A competicdo dos metais pela
absorcdo das plantas demonstra que o excesso de Zn no solo pode levar a baixa
absorcdo de Fe acarretando na reducdo nas taxas de fotossintese (ROSEN et al.,
1977), podendo resultar na morte da planta.

O estudo das mudancas morfoanatdmicas ocorridas nas espécies

vegetais submetidas ao contato com solo contaminado podem ajudar a
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identificar esses mecanismos de tolerancia e a compreender a influéncia dos
fatores ambientais nas plantas sob condic¢Ges adversas, ajudando na selecdo das
plantas a serem utilizadas em programas de recuperacdo de areas degradadas.

Diversos autores apontam o contato com metais pesados presentes no
solo como causadores de alterag6es na morfologia de raizes e folhas, entre elas o
espessamento dos vasos do Xxilema por deposicdo dos metais, afetando o
transporte de agua para as partes aéreas das plantas e a translocacdo dos metais
(SRIDHAR et al , 2005).

Os estudos mostram que poucas tentativas de fitorremediacdo sdo
realizadas utilizando-se de espécies nativas. De forma geral, os trabalhos
mostram maior uso de espécies exdticas e entre elas destacam-se as plantas dos
géneros Brachiaria, originaria da Africa, Eucalyptus, em sua maioria de origem
australiana e Pinus, com grande parte das espécies originarias na América do
Norte e ainda algumas espécies da América do Sul, testadas por Accioly (2004).

Sendo assim, o presente trabalho objetivou testar a tolerncia de
espécies nativas do Cerrado aos altos niveis de metais pesados, especialmente
Cd e Zn, em busca da identificacdo de alteracbes morfoanatdbmicas que podem
se desenvolver; e visando seu uso na fitorremediacao e recuperacdo de uma éarea
de rejeito industrial (descrita no capitulo 2).

Nesse sentido, foram realizados dois estudos, sendo o primeiro com duas
espécies arboreas (Eugenia dysentercia DC. e Inga vera Willd) com
apresentacdo no capitulo 3; e uma espécie herbacea (Gomphrena globosa L.)
com e sem a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares, apresentado no

capitulo 4.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Legislacdo Pertinente

A divulgacdo dos danos ambientais feita por organizacGes de protegéo
ao meio ambiente em todo o mundo fez surgir a Avaliacdo de Impacto
Ambiental (AlA) que visa mensurar as consequéncias de atividades antropicas
em ecossistemas naturais para que sejam tomadas as medidas necessarias para a
manutencdo da qualidade ambiental.

Apbs a Conferéncia das NacbGes Unidas para o Meio Ambiente, em
1972, as politicas de desenvolvimento e intervencGes econémicas foram
modificadas, ndo sendo mais orientadas exclusivamente por parametros
econbmico-financeiros e questBes ambientais e so6cio-econ6micas foram
inseridas (FERREIRA, 2000), fazendo surgir uma ampla literatura especializada
em avaliacOes e relatorios de impacto ambiental.

A AIA chegou ao Brasil nessa época, como uma exigéncia de 6rgdos
internacionais  financiadores de pesquisas (ROHDE, 1995); sendo
posteriormente inserida na Politica Nacional do Meio Ambiente (PNMA)
regulamentada pela Lei Federal 6.938/81, que “Dispde sobre a Politica Nacional
do Meio Ambiente, seus fins e mecanismos de formulagdo e aplicacdo, e da
outras providéncias” (BRASIL, 1981), tornando-se obrigatdria em processos de
licenciamento de atividades poluidoras ou modificadoras do ambiente natural
(PEREIRA et al., 2001).

Através de parceria ja existente entre a Universidade Federal de Lavras
(UFLA) e a empresa de mineragdo Votorantim Metais, Unidade Trés Marias —
MG, foram realizados estudos sobre os efeitos dos metais pesados concentrados

no solo das areas de rejeito de mineracdo em espécies nativas do Cerrado, com o
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objetivo de promover a descontaminacdo e recuperagdo ambiental, por meio das
técnicas de fitorremediagdo, visando alcancar adequacdo com a Resolugdo
420/2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que “Dispde
sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a presenca de
substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de
areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades
antrépicas” (BRASIL, 2009).

2.2 Apresentacdo da Area de Estudo

A Bacia do S8o Francisco, com area de drenagem de 639.219 km2, se
estende pelos Estados de Minas Gerais, Bahia, Goias, Pernambuco, Sergipe e
Alagoas, além do Distrito Federal (Figura 1A), representando 7,5% do territorio
brasileiro (ANA, 2002). Devido a sua extensdo e aos diferentes ambientes
percorridos, a bacia se divide em quatro unidades fisiogréaficas: na regido do
Alto S&o Francisco, correspondente a 19% da &rea da bacia, que vai da nascente
até a cidade de Pirapora (MG); no Médio Sdo Francisco, que se estende de
Pirapora a Remanso (BA), correspondente a 55% da bacia; no Submédio Séo
Francisco, de Remanso até Paulo Afonso (BA) (24% da bacia) e no Baixo Séao
Francisco, que vai de Paulo Afonso até a foz (7% da bacia), conforme Figura
1B.

A Bacia do S8o Francisco possui 36 afluentes mais importantes, dentre
0s quais apenas 19 sdo perenes destacando-se, pela margem direita, 0s rios Para,
Paraopeba, Velhas e Verde Grande e, pela margem esquerda, os rios Abaeté,
Paracatu, Urucuia, Pandeiros, Carinhanha, Corrente e Grande. As &reas de
drenagem desses afluentes, com exce¢do do Rio Verde Grande, se situam na
regido ndo abrangida pelo Poligono das Secas, representando cerca de 50% da
area total da bacia (ANEEL, 1998).



21

Figura 1 Detalhamento da area de estudo na bacia do Rio Sdo Francisco
(A) Localizacdo geogréfica da bacia do Rio Sdo Francisco; (B)
Regides fisiograficas da bacia do Rio Sdo Francisco e localizacéo
dos principais aproveitamentos hidrelétricos. Imagem adaptada de
Instituto Nacional de Gestao das Aguas, 2007

No estado de Minas Gerais, a bacia do S&do Francisco possui uma area
drenada de 235.443 km?, abrangendo 219 municipios e cobrindo uma populago
de 7.538.610 pessoas (6.713.147 urbana e 825.463 rural), onde sé&o
predominantes as atividades agropecudrias e relevantes as atividades industriais
e de mineracg&o. Para fins de gestéo dos recursos hidricos em territério mineiro, o
IGAM divide o S&o Francisco em cinco grandes bacias: Velhas, Paraopeba, Para
e Séo Francisco em suas porgdes Norte e Sul. Essas, por sua vez, englobam dez
UPGRHSs — Unidades de Planejamento e Gestdo dos Recursos Hidricos (IGAM,
2007).

O municipio de Trés Marias esta localizado na UPGRH SF4 (Entorno da
Represa Trés Marias), na Figuras 2, conforme IGAM (2007), onde ficam as
instalacdes de processamento do minério de zinco da Votorantim Metais e

também é depositado o rejeito do processamento do zinco.
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Figura 2 Mapa de localizacdo do municipio de Trés Marias, MG
Unidade de Planejamento UPGRH SF4 (Entorno da Represa Trés
Marias). Imagem adaptada de Instituto Nacional de Gestdo das Aguas,
2007

2.3 Contaminagdo do Solo por Metais Pesados

Dentre as atividades que mais contribuem para a polui¢do do solo com
metais pesados destacam-se a mineracdo e a inddstria metallrgica,
principalmente a de metais ndo ferrosos. 1sso porque ao promoverem a extracao

de alguns metais, produzem grandes quantidades de rejeitos, muitas vezes com
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elevados teores de niquel (Ni), cromo (Cr), cobre (Cu), chumbo (Pb), cadmio
(Cd) e zinco (Zn), que afetam severamente a vegetacdo (BAKER et al., 1994) e
as atividades bioldgicas do solo, como respiracdo e decomposicao, no local e em
areas adjacentes (VANGRONSVELD et al., 1997).

Com o crescente desenvolvimento dessas atividades, a producdo de
residuos vem aumentando, podendo formar grandes fontes de contaminagédo
ambiental, devido a possivel presenca de elevadas concentracdes de elementos
quimicos. Enfatizam-se, nesta gama, os elementos-traco, termo que, segundo
Pierzynski et al. (1994) e Sparks (1995), tem sido preferivelmente usado para
definir metais cationicos e oxianions que normalmente estdo presentes em baixas
concentraces no ambiente, usualmente menor que 1 g kg™

Segundo Guilherme et al. (2005), os elementos-traco sempre seréo
onipresentes em solos, sedimentos e sistemas aquaticos e podem ser adicionados
ao solo devido tanto a a¢Bes naturais (pedogénica), através do intemperismo de
rochas e minerais, as emissfes vulcénicas e outros; quanto por interferéncia
humana (antropogénicas), por aterros sanitérios, as atividades industriais e de
mineracdo, as aplicacOes de corretivos, de fertilizantes e de pesticidas, entre
outros.

A concentracdo desses elementos nos solos antes da adigdo
antropogénica é, geralmente, aceita como benigna ou representa pouco risco,
porque o crescimento de plantas ou a qualidade da agua ndo sdo afetados
adversamente (CHANG et al., 1984). Entretanto, ha locais onde, mesmo sem a
adicdo de materiais contendo esses elementos, sua concentracdo excede 0s
limites admissiveis para solos devido a processos naturais de enriquecimento
com elementos-traco ou de fatores de formacéo do solo.

Nos locais onde esses niveis base de elementos-traco sdo altos e em

situacbes onde eles possam estar presentes em formas muito moveis no solo,
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podendo vir a ser biodisponiveis, o risco gerado pela presenca desses elementos-
traco se eleva (GUILHERME et al., 2002).

Alguns desses elementos, como cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio
(Hg), ndo sdo utilizados em funcdes fisiologicas e nutritiva de seres vivos e
causam danos estruturais quando entram na cadeia alimentar e sofrem
biocacumulagdo (CUI et al., 2005).

Estudos em locais proximos a complexos industriais e de refino de
minério indicam concentracBes elevadas de metais pesados no solo e apontam
essas atividades como principais responsaveis pela alteracdo na funcionalidade,
biodiversidade e sustentabilidade dos ecossistemas, causando danos, as vezes
irreversiveis, as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo (SOARES et
al. 2002).

Por esse motivo, 0 interesse em problemas ambientais causados por
acumulo de metais em solos vem crescendo nos Ultimos anos. Porém, segundo
Soares et al. (2001), pouca énfase tem sido dada ao impacto desses elementos

sobre a flora arborea tropical.

2.4 Fitorremediac&o na Recuperacdo de Areas Degradadas

Atualmente, grandes esforcos tém sido feitos visando a reabilitacdo de
solos contaminados com metais pesados. Os métodos correntes de remediacdo
de solos incluem remocéo, lavagem do solo e estabilizacdo fisica. Todos esses
métodos possuem como desvantagem o alto custo (TU; MA, 2002). Os métodos
tradicionais de remediacdo de solo contaminados precisam ser substituidos por
métodos com custos mais baixos e menos agressivos ao ambiente.

Nesse sentido, varios produtos tém sido testados como amenizantes da
fitotoxidez de elementos-traco em plantas de modo a aumentar o potencial

fitorremediador dessas (KUMPIENE et al., 2008). Dentro os amenizantes mais
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estudados destacam-se: calcario (ACCIOLY et al., 2004; CUNHA et al., 2008),
silicatos (ACCIOLY et al., 2009), fosfatos (GALINDO et al., 2005; SIQUEIRA
et al., 2008), compostos contendo 6xidos de ferro (GUILHERME; COSTA,
2007; COSTA et al.,, 2008; RIBEIRO-FILHO et al., 2008) e compostos
organicos (SIMAO, 1999).

Poluentes inorganicos, como 0s metais pesados, ndo podem ser
degradados. Mas quando estdo biodisponiveis no solo eles podem ser absorvidos
e estabilizados nos tecidos vegetais (PILON-SMITS, 2005), processo
denominado fitorremediacdo.

A fitorremediacdo é uma técnica que vem sendo amplamente empregada
na descontaminacdo ambiental (LINDBLOM et al., 2006) por ser de baixo custo
e gerar o minimo de perturbacdo ao solo quando comparado com outras técnicas
(HENRY, 2000), podendo ser utilizada na recuperacdo de aguas superficiais ou
subterraneas, solo e subsolo (DINARDI et al., 2003) e ar contaminados, além de
promover a recuperagdo estética do ambiente.

Esta técnica consiste no uso de plantas, geralmente com microbiota
associada (fungos e bactérias) para remover, imobilizar ou tornar o0s
contaminantes inofensivos ao ecossistema (SALT, 1998). A fitorremediacdo
apresenta inimeras vantagens, dada a sua natureza permanente, combinada aos
baixos custos de manutencdo, a protecdo contra a erosdo eélica e hidrica, a
melhoria na estrutura do solo, ao aumento da fertilidade do solo e a recuperacéo
da estética das areas contaminadas (RASKIN; ENSLEY, 2000).

Isso é possivel porque algumas espécies vegetais conseguem se
estabelecer em ambientes com elevados teores de metais pesados desenvolvendo
estratégias para contornar a fitoxicidade dessas substancias (BOVET et al.,
2006).

Devido ao custo relativamente baixo, a fitorremediacdo comporta-se

como uma atrativa opcdo para a despoluicdo de solos com metais pesados,
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principalmente em paises em desenvolvimento, onde financiamentos para
recuperacdo ambiental s@o escassos (NASCIMENTO et al., 2006). Accioly &
Siqueira (2000) acreditam que a fitorremediacdo é uma pratica promissora, com
mercado garantido no pais, se for considerada a existéncia de inimeras e
extensas areas contaminadas, particularmente com metais pesados.

O sucesso dos programas de fitorremediacdo depende da selecdo natural
ou artificial que as espécies apresentam em resposta ao estresse causado por
determinados poluentes (PIRES et al., 2003). A escolha da estratégia a ser
utilizada deve considerar diversos fatores, como as caracteristicas do local
contaminado (agua ou solo e se sdo superficiais ou subterrdneos) e do
contaminante (mobilidade e concentracdo), além da vegetacdo presente na area
(PADMAVATHIAMMA,; LI, 2007) e do destino a ser dado ao material
absorvido.

E com base no destino dos contaminantes que 0s mecanismos
fitorremediadores sdo classificados. Dessa forma, o poluente pode ser contido
através da fitoimobilizacdo, estabilizado (fitoestabilizagdo), degradado
(fitodegradagdo ou rizodegradacdo), volatizado (fitovolatizacdo), extraido
(fitoextracdo) ou ainda filtrado, através da rizofiltragdo (CUNINGHAM; BERTI,
1993; PILON-SMITS, 2005).

Os mecanismos mais indicados para recuperacdo de areas com altos
niveis de metais pesados sdo a fitoextracdo e a fitoestabilizagdo. As espécies
herbaceas sdo mais empregadas na fitoextragdo por apresentarem melhores
condicBes de manejo. Na fitoextracdo, o contaminante absorvido pela planta é
translocado para as partes aéreas (caule e folhas), que sdo podadas quando
atingem a capacidade maxima de extracdo de forma que voltam a brotar e dar
continuidade ao processo. O material recolhido pode ser reaproveitado através

da recuperacdo dos metais absorvidos ou empregado na producdo de energia
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através da utilizacdo da biomassa produzida como matéria prima na producéo de
biocombustiveis (LIEVENS et al, 2008; SCHRODER et al., 2008).

Na fitoestabilizagdo a planta retém o contaminante na raiz ou no caule
(no caso de espécies arbdreas), ndo sendo necessario realizar a coleta posterior,
dispensando investimento em planos de manejo. Esse mecanismo é empregado
em solos com alto nivel de contaminacdo, onde somente as espécies tolerantes
conseguem se estabelecer acumulando o metal sem prejudicar suas funcdes
celulares em longo prazo. Segundo Zhao & McGranth (2009), ainda que 0s
elementos permanecam na area degradada, a fitoestabilizagdo consiste em um
mecanismo eficaz por reduzir o risco de erosao, lixiviacdo e contaminagédo do
lencol freético.

Segundo Oliveira et al. (2006) a espécie vegetal empregada em
programas de fitorremediacdo deve possuir caracteristicas especificas para
obtencdo de sucesso, como tolerancia ao acumulo do poluente, capacidade
manter as atividades celulares e de produzir grande quantidade de biomassa,
além de se adaptar as condi¢fes do ambiente impactado, com reproducéo,
propagacao e coleta facilitada, caso seja necessario.

Além de fitorremediar, algumas dessas espécies podem apresentar
caracteristicas que demonstram, em seu desenvolvimento e distribui¢do, os
efeitos da contaminagdo e/ou das medidas utilizadas na recuperacdo dessas
areas, sendo denominadas bioindicadoras. Essas especies sdo utilizadas por
apresentarem respostas em curto prazo, permitindo melhor analise e
planejamento das atividades de controle dos contaminantes através do
biomonitoramento (BOTELHO; CAMPQS, 2001).

Segundo Niemi & McDonald (2004), essas espécies podem ser
classificadas conforme as respostas apresentadas, sendo: (1) espécies
“sentinelas”, espécies jd conhecidas que sdo introduzidas no ambiente para

indicar a presenca do contaminante; (2) espécies “detectoras”, se instalam
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naturalmente e respondem bem ao estresse de forma mensuravel; (3) espécies
“exploradoras”, altamente especializadas e reagem positivamente ao disturbio ou
agente causador do estresse; (4) espécies “acumuladoras”, que acumulam o0s
contaminantes em seus 0rgaos e tecidos permitindo avaliar a bioacumulagéo e
(5) espécies “bioensaio”, geralmente utilizadas em experimentos controlados.

E sabido que as espécies lenhosas apresentam menor grau de tolerancia
aos niveis toxicos de metais pesados quando comparadas as espécies herbaceas
(ELTROP et al., 1991). Porém, ainda sdo necessarias mais pesquisas para se
conhecer a real capacidade de absorcdo, acumulo e distribuicdo de metais
pesados nessas espécies (HUANG; CUNNINGHAM, 1996).

Muitas espécies herbaceas denominadas plantas daninhas possuem as
caracteristicas (citadas anteriormente) descritas por Oliveira et al. (2006) e por
esse motivo apresentam grande potencial fitorremediador de areas contaminadas
(PIRES et al., 2003).

Segundo Maestri et al. (2010) cerca de 450 espécies vegetais com
potencial hiperacumulador de metais ja foram identificadas. Segundo a
classificagdo de Baker & Brooks (1989) e Baker et al. (1994), as plantas
hiperacumuladoras sdo aquelas capazes de extrair e reter concentracdes acima de
10mg kg™ de Hg; 100 mg kg™ de As ou Cd; 1.000 mg kg™ de Co, Cr, Cuou Pbe
10.000 mg kg™ de Ni ou Zn.

Entretanto, muitos dos estudos que apresentam essas espécies Sao
desenvolvidos através de bioensaio, com uso de solugdes nutritivas enriquecidas
com 0s contaminantes estudados. Esses estudos geralmente proporcionam
respostas rapidas e o biomonitoramento se torna facilitado; enquanto poucos séo
realizados diretamente na area de estudo (por necessitarem de visitas constantes
ao local) ou mesmo em casa de vegetacdo estabelecendo contato direto da

espécie com o solo contaminado por exigirem maior tempo de duracdo, visto
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gue os contaminantes ndo se encontram diluidos, sendo entdo absorvidos mais

lentamente pelas plantas.

2.5 Uso de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

O termo micorriza € empregado a associacdo mutualistica, ndo
patogénica (CHU, 2005), entre certos fungos do solo e as raizes da maioria das
espécies vegetais, enquanto os arblsculos sdo estruturas especializadas na troca
de nutrientes que esses fungos formam no cdrtex da raiz das plantas colonizadas
(SMITH; READ, 2008).

Segundo Kulkarni et al. (1997), os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) sdo organismos obrigatoriamente simbiotroficos pertencentes a Classe
Glomeromycota, que se associam as raizes das plantas terrestres. A Classe
possui cinco familias sendo: Gigasporaceae (com 0s géneros Gigaspora e
Scutellospora); Acaulosporaceae (Acaulospora e Entrophospora); Glomaceae
(Glomus), conforme Morton e Benny, (1990); Archaseosporacea (Archaeospora)
e Paraglomaceae (Paraglomus), segundo Morton e Redecker, (2001).

A colonizagdo das raizes da planta hospedeira pelos FMAs resulta em
inimeros beneficios para ambos através da simbiose, onde a planta fornece
fotoassimilados aos fungos e recebe nutrientes essenciais menos sollveis, como
o fésforo, zinco e cobre (SMITH; GIANINAZZI-PEARSON, 1988; CHU,
2005).

Entretanto, segundo Chu (2005), a micorrizacdo pode ser inibida pela
elevada fertilidade, perturbacéo e erosdo do solo, o uso de fungicidas sistémicos,
desmatamento e a destruicdo da vegetacdo nativa na regido tropical causa perda
permanente de algumas espécies altamente adaptadas as condi¢cdes locais

especificas.
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Diversos estudos demonstram a participacdo dos FMAs na nutricdo
mineral de plantas (FORSTER; NICOLSON, 1981; SYLVIA et al., 2003) e na
estruturacao do solo (KOSKE; POLSON, 1984), demonstrando a importancia da
presenca desses fungos para a sobrevivéncia e crescimento de plantas na regido
tropical, onde predominam solos com baixa fertilidade e disponibilidade de
fosforo (SANTOS et al. 2004; CHU, 2005; CORDAZZO; STURMER, 2007).
Segundo Little & Maun (1996), os FMAs também sdo capazes de reduzir a
susceptibilidade das plantas aos patdgenos presentes nesses ambientes.

De acordo com Costa et al. (2001) e Cavalcante et al. (2002), a
colonizacéo das raizes da planta pelos FMAs depende de fatores edafoclimaticos
e da relacdo entre o fungo e a planta, resultando em respostas diferenciadas por
parte da planta hospedeira.

Os FMAs associados aos vegetais podem favorecer o crescimento e
sobrevivéncia das plantas e promover a agregacdo do solo (MILLER;
JASTROW, 1992; ABBOT; GAZEY, 1994; CORBETT et al.,1996), facilitando
a revegetacao de areas degradadas, com grande potencial de aplicagdo naquelas
contaminadas com metais pesados.

Sendo assim, o interesse na relacdo entre as plantas que se desenvolvem
em solos contaminados por metais pesados quando associadas aos fungos
micorrizicos arbusculares. Segundo Lasat (2002), a participacdo dos FMAs
associados as plantas em solos contaminados parece ser especifica, de acordo
com as espécies envolvidas e 0s com 0s metais disponiveis.

Silva (2006) relata que a participacdo do FMAs associados as raizes de
Brachiaria decumbens amenizou o efeito toxico dos metais pesados presentes

em solo contaminado por Cd, Zn, Cu e Pb.



31

2.6 Anatomia Ecoldgica

As caracteristicas morfoldgicas dos vegetais, como de todos os seres
vivos, sdo determinadas pela sua constituicdo genética (gendtipo), permitido a
separacdo das espécies. Entretanto, os fatores ambientais dos locais em que as
plantas se encontram podem alterar algumas dessas caracteristicas (fen6tipo),
provocando mudancas na formacdo de drgdos e tecidos, denominadas alteracfes
fenotipicas (SCREMIN-DIAS, 2007). A anatomia ecologica € o estudo
interpretado dessas alteragdes e visa identificar a influéncia dos fatores
ambientais nas espécies vegetais em determinadas condi¢des (MONTEFUSCO,
2005), permitindo uso dessas informacOes para predizer sua capacidade
adaptativa.

Segundo Baas (1973), mudancas nas caracteristicas morfoanatdmicas e
fisiologicas no gendtipo podem ser causadas por fatores ambientais em curto
prazo, na forma fenotipica individual, ou em longo prazo promover a selegdo
natural, favorecendo o estabelecimento de espécies anatomicamente adaptadas
as condicdes do local em que se encontram (MONTEFUSCO, 2005).

Sendo assim, individuos que apresentam alta plasticidade morfoldgica
possuem maior capacidade de se desenvolver em determinadas alteractes
ambientais, enquanto os que ndo apresentam essa plasticidade se tornam mais
vulneraveis (METCALFE; CHALK, 1979). A amplitude dessa adaptacdo é
mensuravel e pode ser quantificada, por exemplo, através da espessura das
folhas (CASTRO et al., 2007; NERY et al., 2007).

Segundo Scremin-Dias (2007), a anatomia ecolégica se divide em duas
linhas, onde uma visa utilizar caracteristicas anatdbmicas que ocorrem em plantas
de diferentes espécies submetidas as mesmas condicGes ambientais e
determinando em que frequéncia estas caracteristicas ocorrem, buscando

compreender a convergéncia adaptativa nessa comunidade.
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A outra linha estuda a morfoanatomia de individuos de uma mesma
espécie sob condi¢bes ambientais diferentes, para identificar as modificacGes
que podem levar a divergéncia adaptativa.

Dentro dessa linha, vem crescendo o numero de estudos sobre a
morfoanatomia de plantas quando submetidas ao contato com metais pesados no
solo, visando especialmente conhecer os mecanismos que possibilitam o
estabelecimento de espécies vegetais em solos contaminados para promover a
revegetacdo de areas degradadas.

A reducdo da epiderme e perda de células do parénguima palicadico e
esponjoso das folhas de plantas submetidas ao alto nivel de Zn no solo foram
alteracdes apontadas por Sridhar et al. (2005). A reducdo em células
parenquimaticas e na espessura dos feixes vasculares também foi observada por
SILVA (2006) em Brachiaria decumbens em solo multicontamindado por

metais pesados, entre eles o Cd e 0 Zn.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A contaminacdo do solo gerada pelas atividades de mineracdo constitui
grande fator de risco para a manutencdo da biodiversidade em regies proximas
as areas de deposito de rejeito industrial resultante dessas atividades dentro
desse bioma.

O uso das técnicas de fitorremediacdo pode ajudar a minimizar os
impactos causados pela mineracdo nessas areas. O uso de fungos micorrizicos
arbusculares associados as raizes das plantas pode auxiliar no estabelecimento
das espécies utilizadas nessa técnica por meio do aumento da area de absorcao
de nutrientes presentes no solo, especialmente onde esses recursos séo escassos.

A fitorremediacdo é uma técnica que apresenta algumas limitacdes, entre
elas pode-se citar a dificuldade na escolha das espécies que serdo utilizadas de
acordo com o tipo de contaminante, a influéncia dos fatores ambientais
(variacBes na temperatura, umidade, luminosidade, entre outros) e o destino que
sera dado ao material em caso de coleta, além da introducéo dos contaminantes
na cadeia trofica.

Apesar dessas limitacBes, os beneficios apresentados pelo uso da
fitorremediacdo sdo satisfatorios, embora muitas pesquisas em diversas areas
ainda sejam necessarias para melhor identificacdo das espécies com potencial
fitorremediador e meios de se contornar os problemas que possam surgir.

Uma boa ferramenta de avaliacdo da tolerancia de espécies vegetais em
condi¢des da alta contaminagdo do solo por metais pesados é o estudo de suas
mudancas morfoanatémicas. As respostas apresentadas através dessas variagdes
podem ajudar na compreensdo da influéncia desses contaminantes sobre a flora e
facilitar na selecdo de espécies com maior potencial fitorremediador a serem

utilizadas em programas de recuperacdo de areas degradadas
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Apesar das espécies lenhosas apresentarem menor grau de tolerancia aos
niveis tdxicos de metais pesados quando comparadas as espécies herbaceas, o
uso das primeiras na recuperagdo de areas contaminadas € interessante,
considerando que os metais absorvidos ficardo por mais tempo imobilizados nos
tecidos vegetais, principalmente no caule, retardando o retorno desses elementos
ao solo. Para isso, é necessario conhecer a capacidade de absorcéo, acimulo e
distribuicdo de metais pesados em espécies arboreas, pois estudos dessa natureza
sdo de grande importancia para se obter sucesso em programas de

fitorremediacéo.
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1 INTRODUCAO

O solo é um dos recursos mais importantes para garantir qualidade de
vida ao homem e as modificacBGes dos sistemas naturais pela atividade humana
originam a formacdo de areas degradadas, sendo que sua degradacdo constitui
em grande prejuizo s6cio-econbmico para as geracdes atuais e enormes ricos
para as geraces futuras (WADT et al., 2003).

Apesar de sua baixa participacdo no processo de degradacdo ambiental,
a mineracdo é uma atividade responsavel por grandes impactos por promover
retirada da camada superficial do solo (KOBIYAMA et al., 2001), entre outros
fatores.

O crescente interesse mundial nas questdes ambientais direcionou a
Politica Publica Nacional na elaboracdo de leis de protecdo ao meio ambiente,
delimitacdo de areas de protecdo ambiental, normatizagdes para o descarte de
rejeitos industriais e instrucBes para melhor controle dos impactos ambientais
causados pelas empresas, atentando para a responsabilidade social e ambiental
dessas organizagdes.

Nesse sentido, cita-se a Lei Federal 6.938/81, que “Dispfe sobre a
Politica Nacional do Meio Ambiente, seus fins e mecanismos de formulacéo e
aplicacéo, e dé outras providéncias” (BRASIL, 1981), tornando a Avaliacéo de
Impacto Ambiental obrigatéria em processos de licenciamento de atividades
poluidoras ou modificadoras do ambiente natural (PEREIRA et al., 2001); e a
Resolucdo 420/2009, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA),
“Dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a
presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para 0 gerenciamento
ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antrépicas” (BRASIL, 2009), entre outras.
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Uma parceria foi firmada entre a Universidade Federal de Lavras
(UFLA), atraves do Departamento de Ciéncia do Solo (DCS) e a empresa de
mineracdo Votorantim Metais, Unidade Trés Marias/ MG, para a realizacdo de
pesquisas com o objetivo de promover a descontaminacdo e recuperacao
ambiental das areas de depdsito de rejeitos da mineracdo de Zinco, por meio das
técnicas de fitorremediacdo, visando alcancar adequacdo com as leis ambientais,
além de promover a recuperacao estética do ambiente.

A fitorremediacdo é uma técnica emergente para descontaminagdo
ambiental (LINDBLOM et al., 2006), de baixo custo e que gera 0 minimo de
perturbacdo ao solo quando comparado com outras técnicas (HENRY, 2000),
favorecendo o financiamento da recuperacdo ambiental quando os recursos séo
escassos (NASCIMENTO et al., 2006).

Para fazer uso dessa técnica e promover a recuperacdo de areas
degradadas (RAD) se faz necessario um planejamento bem elaborado para o uso
de um conjunto de medidas que auxiliam na recuperagdo. Sendo que a melhor
compreensdo da area é obtida apés a realiza¢do de pelo menos uma visita técnica
que possibilite a realizacdo do diagnéstico ambiental.

Segundo Piolli et al. (2004) o estudo dos remanescentes florestais dos
locais a serem reflorestados permitem o levantamento das espécies presentes e a
caracterizacao do tipo de vegetacdo, sendo importante cruzar os dados coletados
com mapas de tipos de vegetagéo.

Dessa forma, a area de rejeitos da Votorantim Metais (Unidade Trés
Marias — MG) foi visitada para realizacdo de um diagnéstico ambiental, visto
que, mediante o diagnéstico visual de alguns sinais de degradacdo, é possivel
realizar uma andlise do estado de degradacdo e a partir dessa etapa realizar o

planejamento para ado¢do imediata de algumas préticas conservacionistas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

Para realizacdo do diagnostico ambiental, a area de estudo foi visitada
em setembro de 2009, para observacdo das caracteristicas ambientais e em busca
da identificacdo de atributos quimicos e fisicos, 0s quais podem vir a limitar o
desenvolvimento de plantas.

O clima da regido corresponde ao semi-arido brasileiro, apresentando
temperatura média anual variando entre 19°C e 22°C e precipitacdo média anual
de 1100mm® a 1400mm°®. A vegetacdo predominante na regido é tipica do
Cerrado brasileiro, com formacdo de mosaico de suas variacdes paisagisticas
(campo limpo, campo sujo, cerradao e Cerrado stricto sensu).

Segundo Euclydes et al. (2001), o relevo da regido € caracterizado por
planos, depressdes e areas dissecadas resultantes da alternancia de atuacdo de

processos morfoclimaticos associados ao condicionamento geolégico.

2.2 Coleta e Identificacdo de Espécies Nativas

O método definido para realizagdo do levantamento rapido preliminar da
vegetacdo existente na area foi o caminhamento aleat6rio. Espécies nativas com
potencial fitorremediador encontradas na area de estudo foram coletadas.

Os exemplares das espécies coletadas foram colocados em prensa de
madeira para secagem em estufa de luz, e em seguida foram confeccionadas
exsicatas para identificacdo por especialistas e ap0s essa etapa o material
botanico foi depositado junto ao Herbario ESAL, do Departamento de
Biologia/Setor de Ecologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As

espécies encontradas que apresentavam frutos maduros tiveram as sementes
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coletadas e colocadas para germinar em casa de vegetagdo visando a producdo

de mudas para testes futuros.

2.3 Coleta e Analise de Solo

Amostras compostas do solo proveniente da area de rejeitos da empresa
foram coletadas na profundidade de 0-20cm utilizando-se trado holandés, por
caminhamento em ziguezague.As amostras foram peneiradas em malha de 2mm
e mantidas em sacos plasticos em camara fria (4°C) até o momento das analises.

O solo separado para amostra passou por processo de digestdo conforme
0 método 3051a da United States Enironmental Protection Agency (USEPA,
1995) e os teores de Cadmio (Cd) e Zinco (Zn) foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica com equipamento PerkinElmer
AAnalyst 800® com atomizador tipo chama.

O material de referéncia utilizado para garantia de qualidade da analise
do solo foi 0 BCR® — 142R LIGHT SANDY SOIL, do IRMM (Institute for
Reference Material and Measurements — European Commission) em cada
bateria, além de uma amostra em branco (contendo apenas HNO;) com

recuperacao de 90% a 130%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pesquisas Realizadas na Area de Estudo

Como mencionado anteriormente, por volta de 2001 a empresa de
mineracdo Votorantim Metais, Unidade Trés Marias — MG, estabeleceu uma
parceria com a Universidade Federal de Lavras (UFLA) através do
Departamento de Ciéncia do Solo (DCS) visando promover a reabilitacdo da
area contaminada pelo rejeito industrial proveniente do processamento de Zn.

Desde entdo, a area vem sendo visitada constantemente para realizacéo
de coleta de amostras de solo para anélise e implantacdo de projetos-piloto de
revegetacdo. Diversos estudos j& foram realizados, com utilizacdo predominante
de exoéticas, como o Eucalipto camadulensis Dehn (Myrtaceae) com plantio em
linha e Brachiaria decumbens Stapf. (Poaceae) nas entre-linhas (Figura 3).

Segundo Accioly (2001) e Santos (2010), o solo da é&rea recebeu
amenizantes de fitotoxidez (calcario, silicato de calcio), fertilizantes (N-P-K) e
matéria organica para melhor estabelecimento das espécies implantadas.

Os resultados desses estudos apontam o E. camadulensis como a espécie
com maior toleréncia aos niveis de contaminagdo dessa area (MARQUES et al.,
2000; CURY et al., 1998).

As areas de deposito de rejeito AC; e AC, ja receberam espécies nativas
e exdticas em projetos pilotos realizados nos anos de 2001 e 2002. Segundo
Santos (2010), essas duas areas e a area AC sdo as que apresentam contaminagao
severa em profundidade por zinco, chumbo, cddmio e cobre.

Durante a visita foi possivel verificar que entre as espécies ja
implantadas nas areas a serem recuperadas o Eucalipto camadulensis apresentou

maior tolerancia aos niveis de contaminacdo, conseguindo se estabelecer.
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Figura 1 Area de Processamento de Zinco, Votorantim Metais Unidade Trés
Marias — MG. (RSF) Rio S&o Francisco; (AC) Area contaminada pela
deposicdo de residuos; (ACR1 e ACR2) Area contaminada ap0s
processos de revegetacdo. (BRC) Barragem de residuos contaminados;
(AU) Area urbana. Barra de escala: 500m. Imagem de satélite adaptada
de Google Imagens © 2011. Acesso em 29 de janeiro de 2011
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3.2 ldentificacdo de Espécies Nativas

As espécies nativas selecionadas neste estudo, com potencial uso na
recuperacdo de areas degradadas estdo listadas na Tabela 1, enquanto na Figura
2 podem ser vistas as exsicatas dessas espécies que estdo depositadas no
Herbario ESAL/UFLA.

Tabela 1 Lista de espécies nativas encontradas na area de estudo com potencial
uso em recuperacao de areas degradadas

Familia Espécie N° de registro
Amaranthaceae Gomphrena globosa L. 26172
Anacardiaceae Anacardium cf. nanum A. St. —Hil. 26175
Asteraceae Vernonia sp. Schreb. 26174
Fabaceae Inga sp. Mill. 26176

Machaerium villosum Vogel -
Myrtaceae Eugenia dysenterica DC. 26173
Urticaceae Cecropia sp. Loefl. -

Vochysiaceae Qualea grandiflora Mart. -
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Figura 2 Espécies nativas do Cerrado coletadas na &rea de estudo.Exsicatas
identificadas e depositadas junto ao Herbario ESAL/UFLA. (A)
Anacardium cf. nanum A.St..-Hil.; (B) Vernonia sp. Schreb.; (C)
Eugenia dysenterica DC.; (D) Gomphrena globosa L.; (E) Inga sp.
Mill.; (F) Cecropia sp. Loefl
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3.3 Analises do solo

O resultado da anéalise quimica do solo mostrou que a area apresenta alta
concentracdo de Zn, Cd, Cu e Pb . Os elementos com maior concentracdo foram
selecionados e entre eles, Cd e Zn obtiveram maior atencdo nesse estudo por
apresentarem valores acima dos recomendados para intervencéo industrial pela
Resolugdo CONAMA 420/2009 (Tabela 2).

Tabela 2 Teores de Cd e Zn (mg Kg™) nas amostras de solo

A Solo . x x-x  Intervencdo
Substancia Tratamento Qualidade*  Prevencdo Industrial*
Cadmio 175,76 <05 13 20
Zinco 18.331,31 60 300 2.000

* Valores segundo Resolucdo CONAMA 420/20009.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Durante a coleta de material botanico e de solo foi possivel observar que
a ocorréncia espontanea de vegetacdo nas areas de rejeito é muito baixa,
podendo ser considerada nula.

A diversidade encontrada pode ser considerada baixa no que diz respeito
ao processo natural de sucessdo ecoldgica, sendo aplicavel a implantacdo de um
programa de revegetacdo que acelere o processo de cobertura do solo.

Embora tenha sido possivel encontrar vegetacdo na area, verifica-se que
ainda existem diversos pontos com exposicao do solo, sujeitos a erosao.

Essa coleta preliminar ndo abrange todas as espécies que ocorrem na
area, visto que o tempo de visita ndo foi adequado para esse estudo, sendo ainda
necessario que se faga uma coleta mais detalhada para realizar o inventéario
completo da comunidade vegetal da area e entorno.

Para realizag&o do inventario floristico da area de rejeito e entorno seréo
necessarias pelo menos quatro visitas ao longo de um ano, de forma que sejam
coletadas as espécies que apresentam floracdo em diferentes condicGes
climéaticas. Dessa forma, as coletas abrangem todas as estaces (seca, fria,
chuvosa e quente), proporcionando maior conhecimento da area, principalmente
no que diz respeito ao levantamento de espécies secundarias e climax que
possam ser introduzidas futuramente na area de estudo, completando o0s estagios

de sucessao ecoldgica.
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5 CONCLUSAO

A érea sofre grande contaminacdo por Cd e Zn, apresentando teores
muito acima dos indicados para intervencdo industrial segundo a Resolucéo
CONAMA 420/2009, porém ¢ passivel de fitorremediacdo, visto que foram
encontradas algumas espécies nativas nas regides proximas as areas de deposito
de rejeito da mineradora. Essa ocorréncia pode ser resultante do desenvolvendo

de mecanismos de tolerancia aos contaminantes nessas espécies.
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Tolerancia aos altos niveis de cadmio e zinco no solo em Eugenia

dysenterica DC. (Myrtaceae) e Inga vera WIlld. (Fabaceae)
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RESUMO

Solo contaminado é aquele que apresenta concentra¢Bes de determinado
elemento quimico acima do esperado em condigdes naturais, geralmente
resultante de atividade antrépica. A fitorremediacdo € uma técnica de uso
crescente na descontaminagdo ambiental por ser de baixo custo e gerar 0 minimo
de perturbacdo ao solo. Consiste no uso de plantas para remover, imobilizar ou
tornar os contaminantes inofensivos ao ecossistema. Eugenia dysenterica DC e
Inga vera Willd sdo espécies arbdreas nativas do Cerrado (bioma da area de
estudo), sendo a primeira caracteristica de ambientes preservados desse bioma,
enguanto a segunda possui maior capacidade de colonizar areas impactadas
(pioneira). Esse trabalho objetiva identificar alteragdes anatdmicas em folhas e
raizes de E. dysenterica e . vera quando submetidas ao contato com solo
contaminado com altos teores de Cadmio e Zinco, bem como sua capacidade de
fitorremediacdo ambiental. Mudas destas espécies foram colocadas em contato
com o solo contaminado por 25,22 mg Kg™* de Cd e 4898,39 mg Kg* de Zn e
em solo nativo de Cerrado sem contaminacdo (1,18 mg Kg™ de Cd e 14,59 mg
Kg™ de Zn) como testemunha por 120 dias. Amostras dos 6rgdos vegetativos
foram analisadas em microscopia (de luz e varredura) e o teor dos contaminantes
foi mensurado. Os resultados mostram que as espécies apresentaram variacdes
anatdmicas, como a reducdo na espessura do mesofilo, alteracbes no tamanho
dos estdmatos e espessura dos vasos do xilema, evidenciando maior necessidade
de retencdo hidrica quando submetidas ao estresse. As espécies obtiveram bons
resultados na concentragdo dos elementos. Nas raizes de E. dysenterica foram
encontrados 17,92 mg Kg™ de Cd e 560,88 mg Kg™ de Zn e em I. vera 28,12 mg
Kg'! de Cd e 1394,33 mg Kg* de Zn. E. dysenterica apresentou maior
sensibilidade ao Cd enquanto I. vera demonstrou maior resisténcia ao elemento.
Nas partes aéreas (caule e folhas) de E. dysenterica foram encontrados 6,51 mg
Kg™* de Cd e 383,34 mg Kg™* de Zn. Em I. vera 1,77 mg Kg™ de Cd e 2691,23
mg Kg* de Zn. Com esses dados, o indice de translocacéo foi calculado, onde 1.
vera apresentou indice 1,98 para de Zn, enquanto E. dysenterica apresentou
indice de 0,68 na translocacdo desse elemento. As duas espécies apresentaram
baixo indice de translocacdo de Cd. I. vera se mostrou tolerante a presenca dos
elementos estudados, podendo ser usada na fase inicial de programas de
recuperacao de areas com caracteristicas semelhantes.

Palavras-chave: Anatomia ecoldgica. Solo contaminado. Metais pesados.
Fitorremediagdo. Recuperacgdo de areas degradadas.
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ABSTRACT

Contamination of soils is characterized by the presence of chemical
elements in concentrations higher than expected under natural conditions. This
contamination is usually a result of human activities. Phytoremediation is a
technique that has increasingly been used for soil decontamination due to its low
cost and minimum disturbance of the soil. This technique consists in the use of
plants to remove, immobilize or transform the hazardous levels of contaminants
into harmless levels in the ecosystem. Eugenia dysenterica DC and Inga vera
Willd are native species of the Cerrado biome (biome of the study area). E.
Dysenterica is typical of preserved areas, whilst 1. vera Willd is capable of
colonizing impacted areas (pioneer species). The objectives of this study were to
identify anatomical changes in leaves and roots of E. dysenterica and I. vera
when exposed to soil contaminated with high levels of cadmium and zinc, as
well as to verify their phytoremediation potential. Seedlings of these species
were placed in soil contaminated by 25.22 mg Kg™ of Cd and 4898.39 mg Kg™
of Zn. The control was prepared by placing seedlings in uncontaminated Cerrado
soil (1.18 mg Kg™ of Cd and 14.59 mg Kg™ of Zn) for 120 days. Samples of
vegetative organs were analyzed through microscopic techniques (light and
scanning microscopy) and the levels of contaminants were measured. The results
showed that the species presented anatomical variations, such as reduction of
mesophyll thickness, changes in stomatal index and thickness of the xylem
vessels. These results are evidence of a greater need of water retention by the
plants, when they are exposed to environmental stress. The results concerning
the concentration of elements in the studied plants were optimistic. The roots of
E. dysenterica presented 17.92 mg Kg™ of Cd and 560.88 mg Kg™ of Zn and .
vera, 28.12 mg Kg™ of Cd and 1394.33 mg Kg™ of Zn. E. dysenterica presented
a higher sensibility to Cd. However, I. vera presented a higher resistance to this
element. It was also possible to observe different concentrations of Cd and Zn in
the aerial parts (stem and leaves) of both species: E. dysenterica with 6.51 mg
Kg™ of Cd and 383.34 mg Kg™ of Zn; and I. vera with 1.77 mg Kg™ of Cd and
2691.23 mg Kg™ of Zn. These results were used to calculate the translocation
index for each species. I. vera presented a high translocation index for Zn
(T1=1.98). However, this value was lower for the species E. dysenterica
(T1=0.68). Both species presented low translocation index for Cd. I. vera was
tolerant to the presence of the studied elements and could be used in the initial
phase of recovering programs of areas with similar environmental
characteristics.

Keywords: Ecologic anatomy. Contaminated soil. Heavy metals.
Phytoremediation. Recovery of degraded areas.
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1 INTRODUCAO

As atividades de mineragdo sdo de fundamental importdncia para a
obtencdo da matéria-prima necessaria para a fabricacdo de bens indispensaveis
ao homem, trazendo inumeros beneficios para a sociedade e para o
desenvolvimento do pais. Entretanto, diversos trabalhos mostram que o processo
de obtencdo desses recursos pode causar impactos ambientais, comprometendo a
salde da populacdo, dos ecossistemas e a vida de futuras geragdes.

A fitorremediacgdo é uma técnica que vem sendo amplamente empregada
na descontaminacdo ambiental (LINDBLOM et al., 2006), podendo ser utilizada
na recuperacdo de aguas superficiais ou subterraneas, solo e subsolo (DINARDI
et al., 2003) e ar contaminados, por ser de baixo custo e gerar o minimo de
perturbacdo ao solo quando comparado com outras técnicas (HENRY, 2000),
além de promover a recuperacdo estética do ambiente. Consiste no uso de
plantas e microbiota associada para remover, imobilizar ou tornar o0s
contaminantes inofensivos ao ecossistema (SALT, 1998).

Durante seu ciclo de vida, nem sempre as plantas encontram condigdes
ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento natural, gerando reagdes ao
estresse (CHAVES-FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001). Essas reacdes
podem ser observadas em plantas que se desenvolvem em solos contaminados
por altos teores de metais fitotoxicos, como o que acontece em areas de rejeito
industrial.

O termo estresse ¢ utilizado pela maioria dos autores em sentido muito
amplo visto que as plantas ndo possuem muitas possibilidades de respostas,
apresentando sintomas semelhantes independente dos fatores de estresse
(LICHTENTHALER, 1996).

Myrtaceae € uma familia botanica que possui distribuicdo

predominantemente pantropical e subtropical, concentrada na regido neotropical



62

e na Australia. A familia inclui cerca de 130 géneros e 4000 espécies (SOUZA
& LORENZI, 2005), entre eles o género Eugenia. Eugenia dysenterica DC é
uma espécie arborea decidua, heliofita, seletiva xerdfita, secundaria,
caracteristica e exclusiva dos Cerrados de altitude (acima de 800m), onde é
muito abundante, porém com dispersdo bastante descontinua e irregular
(LORENZI, 1998). Ocorre preferencialmente em formacGes primarias e em
capoeirdes de terrenos elevados, como solo argiloso ou arenoso bem drenado,
produzindo anualmente grande quantidade de sementes viaveis.

A familia Fabaceae possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de
650 géneros e aproximadamente 18000 espécies, representando uma das maiores
familias de Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista
econdmico. No Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500 espécies (SOUZA;
LORENZI, 2005). Inga vera Willd é uma planta semidecidua, hei6fita, seletiva
higréfita, pioneira, caracteristica da floresta pluvial tropical. Ocorre
principalmente em capoeiras, localizada sobre solos de baixada, que durante o
periodo chuvoso alaga-se com facilidade (LORENZI, 1998).

As espécies E. dysenterica e I. vera foram estudadas em sua capacidade
de desenvolvimento em solo contaminado com altos niveis de Cd e Zn resultante
do descarte de rejeito da mineragdo de Zn, visando fazer a identificacdo de
alteracBes morfoanatdmicas causadas pelo contato direto com esses elementos e
avaliar sua inclusdo em programas de revegetacdo de areas com caracteristicas

semelhantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (DCS/UFLA), em Lavras —
MG, nos meses de abril a julho de 2010, em condicGes naturais de luminosidade.
O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas Gerais, a 918m de
altitude, latitude 21°14°S e longitude 45°00°'W GRW. O clima, segundo a
classificagdo de Koppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico), com
inverno seco e verdo chuvoso, subtropical e inverno seco (DANTAS et al.,
2007).

2.2 Montagem dos Experimentos

Mudas de E. dysenterica e I. vera foram colocadas em contato com o
solo contaminado (25,22 mg Kg™* de Cd e 4898,39 mg Kg™ de Zn) com solo por
120 dias e em solo nativo de Cerrado sem contaminacéo (1,18 mg Kg™ de Cd e
14,59 mg Kg™ de Zn) como testemunha, sendo vinte vasos de tratamento e dez
de testemunha para cada espécie.

Ao final do periodo, amostras de raiz e folha de cinco vasos de cada
tratamento foram coletadas para anélise microscopica de variagdo anatdmica e
avaliacdo morfoanatdbmica em microscopia eletronica de varredura (MEV). O
restante do material vegetal foi lavado e transferido para secagem em estufa,
posteriormente triturado para obtencdo da biomassa seca e analise da presenca

dos contaminantes.
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Para as analises da variagdo anatémica foram coletadas as folhas do
segundo né para E. dysenterica e dos foliolos distais de I. vera. Em ambas as
espécies foram retiradas duas amostras de raizes secundarias logo abaixo do
coleto.

As modificagdes morfoldgicas nas plantas foram observadas diariamente
em busca de sintomas de estresse causado pelos contaminantes. Ao final do
experimento, as mudas foram medidas para caracterizar o crescimento e o
material coletado para obtencdo da biomassa seca total e particionada (entre

parte aérea e raizes).

2.3 Microscopia de Luz

O preparo das amostras para a analise em Microscopia de Luz foi
realizada no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (DBI/UFLA).

Apos a coleta, o material foi lavado para retirada de impurezas e fixado
em FAA;, (formol 37%, &cido acético glacial P.A. e alcool etilico 70% na
proporcdo de 0,5: 0,5: 9,0) (JOHANSEN, 1940). Ap6s 72 horas da fixagdo
foram conservadas em etanol 70° GL (JENSEN, 1962) até o momento das
analises.

Para a confeccdo das laminas foi retirada uma amostra da regido
mediana de cada folha para emblocamento em resina Leica Historesin®, da
Leica Microsystems Nussolch GmbH. (7022 31731 Leica Historesin Embedding
Kit). Para realizacdo dessa etapa de preparo, o material foi submetido ao
processo de desidratagdo em série alcodlica (alcool etilico 70%, alcool etilico
comercial 92,8%, alcool etilico P.A.) por um periodo de duas horas para cada
concentracdo. Em seguida, o material foi deixado em solugdo de pré-infiltracdo

composta por resina base e etanol 95% (1:1) durante duas horas em vacuo e em
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seguida foi transferido para a solucdo de infiltracdo (resina base), onde
permaneceu por 48 horas. Apos a infiltracdo, o material foi colocado em moldes
de polietileno com a solucdo de polimerizacdo (resina base/endurecedor 15:1),
conforme especificagdes do fabricante.

Os histomoldes foram desemblocados ap6s 24 horas, colados em suporte
de madeira e levados para o micrétomo de deslize calibrado para obtencdo de
cortes com 5um a 10um de espessura, conforme a resisténcia do material
histolégico.

As seccdes foram dispostas em laminas de vidro sobre placa aquecedora
a 40°C. O material foi corado com azul de toluidina 0,05% (em tampéo fosfato
de potéssio pH = 4,7) por 5 minutos. Em seguida foi lavado rapidamente em
agua destilada. Ap6s a secagem em placa aquecedora a 40 °C, as laminas foram
montadas em balsamo do Canada (SOUZA et al., 2005).

As medicOGes da espessura dos tecidos foram realizadas por meio do
software de medicdo Image Tool 3.000, do UTHSCSA (The University of
Texas Health Science Center in San Antonio), utilizando-se fotomicrografias
registradas em camera digital Canon PowerShot A630 acoplada ao microscopio
Ken-a-Vision TT18. Foram realizadas 42 medigBes por amostra, em seis cortes
de cada tratamento, sendo realizadas sete medi¢cdes em fotomicrografias de

campos diferentes.

2.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

A preparacdo e a observacdao das amostras em Microscopio Eletrénico
de Varredura foram realizadas conforme protocolo do Laboratério de
Microscopia Eletrénica e UltraEstrutura no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (DFP/UFLA).
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As amostras foram seccionas em pedacos de 0,5cm2 e imersas em
solucdo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2, por 24 horas. As amostras
foram colocadas em solugdo de tetroxido de 6smio 1% em agua destilada, por 1
hora e, em seguida, desidratadas em série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e
100%, por trés vezes) e, entdo, levadas para o aparelho de ponto critico. As
amostras pos-fixadas foram montadas em stubs, banhadas em ouro e levadas ao
microscépio eletronico de varredura (Zeiss — Leo Evo 40) para andlises e

obtencdo das fotografias.

2.5 Avaliacdo dos Teores de Cadmio e Zinco

A biomassa seca das amostras foi triturada para digestdo 305la da
United Environmental Protection Agency (USEPA, 1995), onde 0,59 de material
foi colocado em tubos de Teflon® PTFE com 5 mL de HNO; (acido nitrico) e
levados ao forno de microondas a pressao 0,76MPa e temperatura aproximada
de 175°C por 10 minutos. Apds o resfriamento o material foi filtrado e ao
volume obtido recebeu 10 mL de agua destilada. Os teores de Cd e Zn foram
determinados por espectrofotometria de absor¢do atdbmica com equipamento
PerkinEImer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama. O material de
referéncia utilizado para garantia de qualidade foi o BCR® 482 Lichen, do
IRMM (Institute for Reference Material and Measurements — European
Commission) em cada bateria, além de uma amostra em branco (contendo

apenas HNO3) com recuperacdo de 77% a 137%.
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2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a média, desvio padrdo das
amostras e andlise de varidancia com uso de software Microsoft Office Excel
2007®, da Microsoft Corporation.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs o contato com o solo contaminado as plantas de Eugenia
dysenterica e Inga vera apresentaram acentua perda de folhas com rebrota apos
15 dias, sendo esse o periodo de adaptacdo adotado.

Eugenia dysenterica e Inga vera apresentaram baixo crescimento
vertical. Esse resultado ja era esperado por se tratarem de espécies arboreas e por
esse motivo possuem crescimento lento. Entretanto, a exposicdo aos
contaminantes provocou redu¢do no acumulo de massa seca nas duas espécies
estudadas, exceto nas raizes de E. dysenterica, onde foi possivel observar
pequeno aumento na biomassa seca. Os valores médios de producdo de biomassa
seca ap0s o periodo de teste foram obtidos em Balanca de Precisdo Tecnal®
Mark 1300 Classe Il (Tabela 1).

Tabela 1 Biomassa seca em gramas de Eugenia dysenterica e Inga vera

Eugenia dysenterica Inga vera
Testemunha  Tratamento Testemunha  Tratamento
Raiz 0,86 0,93 5,90 5,02
Caule 0,39 0,31 6,65 5,97
Folha 0,47 0,21 1,45 0,62

As alteracdes visualizadas nas folhas das duas espécies apds o periodo
experimental foram ocorréncia de clorose, necrose e perda de flexibilidade,

sendo esses efeitos mais marcantes em E. dysenterica.
3.1 Analises Microscopicas
As observagdes em microscopia de luz nas folhas de E. dysenterica em

solo controle (testemunha) apresentam mesofilo dorsiventral, com parénquima

palicddico com 2-3 camadas de células e de 6-7 camadas no parénquima
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esponjoso (Figura 1). Tanto a epiderme adaxial quanto a abaxial possui apenas
uma camada de células. Entretanto, as amostras obtidas de plantas que tiveram
contato com 0s contaminantes apresentaram reducdo na espessura do mesofilo e
nas camadas dos parénquimas, sendo o parénquima paligaddico com 1-2 camadas
de células e o parénguima esponjoso com 5-6 camadas.

As amostras de |. vera em solo controle (testemunha) apresentam
mesofilo dorsiventral com parénquima palicddico com apenas uma camada
celular alongada e parénquima esponjoso com 3-4 camadas de células espacadas
(Figura 2).

Nas amostras obtidas das plantas que foram submetidas ao solo
contaminado houve reducdo na espessura do mesofilo e do parénquima
palicadico enquanto o parénguima esponjoso apresentou maior adensamento.

Os cortes transversais mostram que E. dysenterica sofreu reducdo na
espessura do limbo foliar, epidermes das faces adaxial e abaxial, no parénquima
palicadico e no didmetro dos vasos do xilema (Grafico 1), sendo essa ultima,
uma caracteristica marcante em resposta ao contato com 0s contaminantes, visto
que, contato com 0s metais pesados presentes no solo pode alterar severamente o
balanco hidrico nas plantas (BARCELO; POSCHENREIDER, 1990).

Em |. vera as respostas foram contrarias, apresentando aumento na
espessura do limbo foliar e no didmetro dos vasos do xilema, evidenciando
menor necessidade irrigacdo dos tecidos, como pode ser observado no Grafico 2.

De acordo com Alves & Angyalossy-Alfonso (2000) a reducdo no
namero e calibre dos vasos condutores pode ser causada por fatores ambientais
para assegurar a conduc¢do hidrica e segundo Sandalio et al. (2001), os metais
pesados podem afetar a movimentacdo hidrica na planta, reduzindo os vasos do

xilema e alterando inclusive o balanco hormonal.
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Figura 1 Secgdes transversais das folhas Eugenia dysenterica. (A, C e E) Em
solo controle; (B, D e F) Em solo contaminado. (A e B) Nervura
Central. (C e D) Detalhe da nervura central. (E e F) Limbo foliar
evidenciando mesofilo dorsiventral. Be: Bainha esclerenquimatica;
Cs: Cavidade secretora; Ep: Epiderme; Es: Estdmato; FI: Floema; Fx:
Feixe wvascular; Pe: Parénquima esponjoso; Pp: Parénquima
pali¢adico; Xi: Xilema. Barras de escala: (A e B =200um); (C, D, E e
F =100um)
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Figura 2 Secgdes transversais das folhas Inga vera.(A, C e E) Em solo controle;
(B, D e F) Em solo contaminado. (A e B) Nervura Central. (C e D)
Detalhe da nervura central. (E e F) Limbo foliar evidenciando
mesofilo dorsiventral. Be: Bainha esclerenquimatica; Ct: Cuticula; Ep:
Epiderme; Es: Estémato; Fl: Floema; Fx: Feixe vascular; Pe:
Parénquima esponjoso; Pp: Parénquima pali¢adico; Xi: Xilema. Barras
de escala: (A e B =200um); (C, D, E e F = 100um)
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O parénquima palicadico é rico em cloroplastos, sendo fundamental para
a absorcao de luz para a realizacao da fotossintese (CASTRO et al., 2007), sendo
assim, a reducdo desse tecido nas folhas de E. dysenterica quando submetidas ao
estresse pode acarretar em deficiéncia na producgdo de energia, fato que explica a
baixa producdo de biomassa dessa espécie nas condi¢des apresentadas. De
acordo com Stobart et al. (1985), a exposicdo das plantas aos metais pesados
afeta o desenvolvimento dos cloroplastos. Sirdhar et al. (2005) também
verificaram variacGes nos parénquimas palicadico e esponjoso de Brassica
juncea quando exposta ao Cd e Zn.

Em ambas as espécies houve aumento na largura do feixe vascular na
nervura central e consequente aumento na espessura do coléngquima das faces
adaxial e abaxial, resultado também encontrado por Vollenweider et al. (2006)
em estudo anatbmico com presenca de Cd, de forma que esse resultado pode ser
uma reagdo a absorgdo desse contaminante pelas plantas. A perda acentuada de
flexibilidade foliar também pode estar relacionada ao aumento nesse tecido.

Os valores de reducdo das epidermes das faces adaxial e abaxial nas
duas espécies estudadas ndo sdo significativos estatisticamente, sendo
proporcionais aos valores de reducéo do mesofilo.

O aumento no tamanho dos estdmatos em E. dysenterica evidencia
maior necessidade de efetuar trocas gasosas. A reducdo no tamanho dos
estdbmatos quanto submetida ao estresse da contaminacao também pode justificar
0 maior investimento na producdo dessas estruturas.

Em 1. vera houve significativa reducdo no tamanho dos estdmatos,
guando dispostos na epiderme da face adaxial. Esses fatores podem indicar
maior necessidade de retencdo hidrica dessa espécie quando submetidas ao
estresse da contaminacdo do solo. Chardonnens et al. (1998) também relatam

aumento na densidade estomatica em Silene vulgaris em condi¢des de estresse
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causado pela presenca de Cd, assim como Brassica napus, relatado por Baryla et
al. (2001).

Ocorreu acentuada reducdo na espessura do limbo foliar em ambas as
espécies quando colocadas em contato com os contaminantes. Segundo Melo et
al. (2007), essa mudanga na espessura do limbo ocorre como uma medida de
adaptacdo em condicdes de estresse em plantas que possuem plasticidade
anatdmica. Outros estudos mostram essa caracteristica em plantas que tiveram
contato com metais pesados (ZHAO et al., 2000; MARUTHI et al., 2005) e para
Alves et al. (2001), a reducdo nos espacos intercelulares dos tecidos pode
dificultar a circulacéo de gases tdxicos.

Silva (2006) relata danos aos tecidos do mesofilo foliar como reducéo
do ndmero de camadas de células parenquiméticas e do tamanho dos feixes
vasculares, aumento na espessura do periciclo e da cuticula; e nas raizes
absorventes reduzem o volume do tecido cortical, aumento da espessura da
epiderme, do parénquima lignificado e reducdo no tamanho dos vasos
xileméticos, em Brachiaria decumbens em solo contaminado por Cd e Zn.

As imagens em microscopia eletronica de varredura de E. dysenterica
mostram que a espécie apresenta células epidérmicas justapostas isodiamétricas,
com contorno sinuoso, poucos estdmatos na face adaxial e auséncia de tricomas.

Na epiderme da face abaxial ndo foram encontrados muitos estdmatos
(Figura 3), entretanto a abundancia de estomatos foi visualizada na epiderme
face abaxial da folha dessa espécie quanto submetida a contaminagdo. O
contorno sinuoso das células epidérmicas nessa espécie também foi visualizado
por Palhares (2003) e em Eugenia brasiliensis por Donato & Morretes (2007).
Para Menezes (2003), essa sinuosidade pode ocorrer em funcdo de tensdes na
folha ou pelo endurecimento da cuticula durante a diferenciacdo celular. N&o
foram encontrados tricomas glandulares ou outros anexos epidérmicos comuns

em espécies do género Eugenia.
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Figura 3 Fotomicrografias de Eugenia dysenterica em microscopia eletrénica
de varredura. (A, C e E) Em solo controle; (B, D e F) Em solo
contaminado. (A e B) Epiderme da face adaxial mostrando auséncia
de tricomas e estdmatos. Barra: 100um. (C e D) Epiderme da face
abaxial com muitos estdbmatos. Barra: 20um. (E e F) Raiz
evidenciando aumento na descamag&o. Barra: 200pum
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Inga vera também apresenta células epidérmicas justapostas
isodiamétricas, com contorno sinuoso, além de poucos estdmatos na face adaxial
e presenca de tricomas tectores isolados sobre a nervura central de ambas as
faces e nas bordas das folhas.

A espécie apresentou muitos estbmatos apenas na face abaxial, com
poucas ocorréncias na epiderme da face adaxial (Figura 4). A abundancia de
estdmatos apenas na epiderme da face abaxial foi também visualizada na folha
dessa espécie quanto submetida a contaminagéo.

Verificou-se que nas duas espécies estudadas houve aumento na
descamagdo da epiderme das raizes quando submetidas ao contato com o solo
contaminado, com melhor visualizacdo em microscopia eletrdnica de varredura
(MEV).

Diversos trabalhos apontam o alto teor de Cd no substrato como um dos
principais agentes causadores de lesdes celulares em plantas, como a perda de
elasticidade (BARCELO et al., 1988), deformacdes (WOJICIK et al., 2005) e
rompimento da parede celular (SRIDHAR et al., 2005), sendo os danos mais

comuns em raizes e folhas de plantas expostas ao contaminante.
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E

Figura 4 Fotomicrografias de Inga vera em microscopia eletronica de varredura
(A, C e E) Em solo controle; (B, D e F) Em solo contaminado.
(A e B) Epiderme da face adaxial mostrando tricomas na borda da
folha (A) e sobre a nervura central (B). Barra: 200um. (C e D)
Epiderme da face abaxial com muitos estdmatos e tricomas sobre a
nervura central. Barra: (C) 20um; (D) 100um. (E e F) Raiz com
aumento na descamagdo. Barra: (E) 100um; (F) 200 pm
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3.2 Teores de Cadmio e Zinco

E. dysenterica e |. vera absorveram maior quantidade de Zn se
comparados com o0s teores de Cd encontrados nas espécies.

Os teores de Cd e Zn apresentados por E. dysenterica ao final do
experimento demonstram sua baixa capacidade de absorver os contaminantes,
embora os valores encontrados sejam relativamente altos se comparados aos
obtidos a partir do solo ndo contaminado (Tabela 2). Os resultados mostram que
a espécie pode ser empregada em programas de fitorremediacdo de areas com
caracteristicas semelhantes, desde que sejam empregados amenizantes como 0s

sugeridos por Accioly (2001) e utilizadas mudas mais maduras.

Tabela 2 Teores de Cd e Zn encontrados nas amostras de Eugenia dysenterica e

Inga vera
Céadmio (mg kg™) Zinco (mg kg™)
E. dysenterica  Testemunha  Tratamento  Testemunha  Tratamento
Raiz 1,45 17,92 29,40 560,88
Caule - - - -
Folha - - - -
Parte aérea 1,71 6,51 45,03 383,34
Céadmio (mg kg™) Zinco (mg kg™)
l. vera Testemunha  Tratamento  Testemunha  Tratamento
Raiz 1,39 28,12 11,53 1394,33
Caule <LD 1,63 15,19 258,70
Folha <LD <LD 17,31 243253

< LD: Abaixo do limite de detecgéo
Limite de deteccdo (LDM): Cd = 1,27 e Zn = 0,67

Baixa concentracdo de Cd em folha de Salix viminalis foi relatada por

Vollenweider et al. (2006), onde a distribuicdo desse elemento nesse desse drgdo
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ocorreu de forma protetora para os tecidos envolvidos na fotossintese, podendo
representar uma estratégia de tolerancia a presencga dos metais pesados.

As duas espécies apresentaram maior capacidade de translocacdo dos
elementos em comparagdo com a capacidade de bioacumulacdo (Tabela 3).

O fator de translocacdo é mensurado através da concentra¢do do
elemento de estudo nas partes aéreas da planta em relacdo ao teor encontrado na
raiz. Em I. vera o fator de translocacdo para Zn foi considerado satisfatorio

(> 1), demonstrando sua alta capacidade de extrair esse elemento do solo.

Tabela 3 Valores de bioacumulacdo e translocacdo de Cd e Zn em Eugenia
dysenterica e Inga vera

Bioacumulacéo Translocagdo
Cadmio Zinco  Céadmio Zinco
Eugenia dysenterica 1,10 0,19 0,36 0,68

Inga vera 1,34 0,83 0,12 1,89




80

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostram Inga vera como uma espécie promissora na
bioacumulacdo de Zn no caule e na raiz, visto que os teores encontrados nessas
partes da planta foram muito elevados quando comparados aos valores
apresentados em solo com baixa concentracdo desse elemento (testemunha) em
um espaco de tempo relativamente curto (120 dias de exposi¢cdo). Por ser uma
espécie arborea, o tempo de vida dessa espécie é relativamente longo e estudos
com maior duracdo podem confirmar essa possibilidade.

Estudos detalhados sobre 0 emprego de 1. vera em silvicultura nos solos
com essas caracteristicas podem revelar a produgdo de madeira com alta
qualidade e resisténcia, favorecendo a reducdo do uso de espécies exoticas e
contribuindo para a descontaminagdo ambiental atraves da imobilizacdo desses
poluentes.

De modo geral, avaliacbes em longo prazo nas duas espécies podem
apresentar fatores de bioacumulagdo e translocacdo para o Cd e o0 Zn,
ressalvando o uso de mudas mais desenvolvidas para E. dysenterica, como
mencionado anteriormente.

O uso de E. dysenterica de forma espacada em grandes areas degradadas
é visto como favoravel, ja que essa espécie produz flores de odor atrativo e
frutos de paladar agradavel para a fauna, podendo atuar como chamariz para
dispersores de sementes, favorecendo a entrada de outras espécies vegetais
colonizadoras.

Entretanto, seu emprego deve ser cauteloso, preferencialmente em éreas
de acesso restrito, visto que, além da fauna, os frutos sdo amplamente

consumidos também pela populacdo humana do Cerrado e estudos sobre a
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translocagdo de Cd e Zn para os mesmos ndo foram realizados, de forma que os

efeitos desses elementos na cadeia trofica ndo sdo conhecidos.

5 CONCLUSAO

As espécies estudadas apresentam respostas morfoanatdmica aos
contaminantes e demonstram plasticidade morfol6gica como meio de resisténcia
aos altos niveis de Cd e Zn no solo.

Eugenia dysenterica apresenta maior sensibilidade aos teores de Cd e Zn
encontrados no solo testado, quanto comparada ao desenvolvimento de Inga
vera.

Inga vera possui mecanismos especializados na translocacdo de Zn,
podendo ser empregada em programas de recuperagdo ambiental com altos
niveis desse elemento através da fitoestabilizacdo.

As variacBes anatbmicas encontradas em |. vera ndo afetaram seu
estabelecimento no solo com altos niveis de Cd e Zn, permitindo classifica-la

como espécie tolerante.
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RESUMO

Uma das atividades que mais contribui para a poluicdo do solo com
elementos-traco é a mineracdo, por produzir grandes quantidades de rejeitos
ricos nesses elementos. A fitorremediagcdo é uma técnica de uso crescente na
descontaminacdo ambiental por ser de baixo custo e gerar o minimo de
perturbacdo ao solo. Consiste no uso de plantas para remover, imobilizar ou
tornar os contaminantes inofensivos ao ecossistema. O uso de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) associados as raizes das plantas também vem
sendo muito empregado por resultar em inmeros beneficios para ambos através
da simbiose. Gomphrena globosa L. ¢ uma espécie herbacea nativa do Cerrado
pertencente a familia Amaranthacea. Esse trabalho objetiva identificar
modificacdes anatdbmicas em G. globosa quando submetida ao contato com solo
contaminado com altos teores de Cadmio e Zinco, bem como sua capacidade de
fitorremediagdo ambiental. Mudas da espécie foram colocadas em contato com o
solo contaminado por 25,22 mg Kg™ de Cd e 4898,39 mg Kg™ de Zn e em solo
sem contaminacdo (1,18 mg Kg* de Cd e 14,59 mg Kg' de Zn) como
testemunha por 45 dias. Em metade dos vasos com cada solo foi feita a
inoculagdo de FMAs para estudo de sua participagdo no desenvolvimento dessa
espécie em contato com os contaminantes. Amostras dos Orgdos vegetativos
foram analisadas em microscopia. Os resultados mostram que a espécie possui
plasticidade anatémica, apresentando redugdo na espessura do mesofilo e no
nimero de camadas do parénquima esponjoso, sendo essa reducdo ainda mais
acentuada nas plantas que receberam inoculacdo de FMAs. Os teores dos
elementos estudados encontrados nas raizes de G. globosa foram 69,35 mg Kg™
de Cd e 1445,77 mg Kg™ de Zn nas plantas em solo sem FMAs; e 73,60 mg Kg™
de Cd e 983,53 mg Kg™ de Zn nas plantas que receberam a inoculacdo de FMAs.
Nas partes aéreas da planta foram encontrados 25,88 mg Kg™ de Cd e 3396,18
mg Kg™ de Zn nas plantas em solo sem FMAs; e 29,15 mg Kg™ de Cd e 1485,16
mg Kg™ em solo com FMAs. A inoculacdo favoreceu a absorcdo de nutrientes,
promovendo aumento de biomassa na espécie e também na absorcdo de Cd pela
planta. G.globosa possui alta capacidade em absorver e translocar o Zn para as
partes aéreas, especialmente na auséncia de FMAs, podendo ser utilizada na
remocao desse elemento para fins de reciclagem ou mesmo fitorremediagéo do
solo.

Palavras-chave: Anatomia ecoldgica. Fitorremediacdo. Metais pesados. Fungos
micorrizicos arbusculares. Recuperacao de areas degradadas.
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ABSTRACT

Phytoremediation is a low-cost technique which causes a minimum
disturbance of soil in programs of environmental decontamination. The use of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with plant roots has also been
largely used. It is based in the symbiotic relation between plants and
microorganisms, which results in various benefits for both groups. Gomphrena
globosa L. (Family: Amaranthacea) is a native herbaceous species of the
Cerrado biome (Brazilian Savannah). The objectives of the present study was to
identify anatomical changes in G. globosa when introduced in soil contaminated
with high levels of cadmium (Cd) and zinc (Zn), as well as verify its potential
phytoremediation use. Seedlings of G. globosa were placed in contaminated soil
(with 25.22 mg kg™ of Cd and 4898.39 mg kg™ of Zn) and uncontaminated soil
(with 1.18 mg kg™ of Cd and 14.59 mg kg™ of Zn). The control (uncontaminated
soil) was performed and observed for 45 days. AMF was inoculated in half the
containers filled with contaminated and uncontaminated soil. This technique was
used to observe the effects of these microorganisms in the development of G.
globosa in contaminated soil. Samples of vegetative organs were analyzed under
a microscope. The results showed that G. globosa has an anatomical plasticity,
with reduction of the mesophyll thickness and in the number of layers in the
spongy parenchyma. This reduction was more pronounced in the specimens
treated with AMF. The concentration of elements registered in the roots of G.
globosa were, 69.35 mg kg™ of Cd and 1445.77 mg kg™ of Zn in specimens not
treated with AMF. The specimens treated with AMF presented concentrations of
73.60 mg kg™* of Cd and 983.53 mg kg® of Zn in their roots. Concerning the
aerial parts of the plant, the concentrations registered were 25.88 mg kg™ of Cd
and 3396.18 mg kg™ of Zn in the specimens not treated with AMF. The
specimens placed in soil treated with AMF presented 29.15 mg kg™ of Cd and
1485.16 mg kg™. The inoculation of AMF in the soil favored the absorption of
nutrients by the studied specimens. It caused increase in biomass and in
absorption of Cd. G.globosa has a great capacity of absorption and translocation
of Zn to aerial parts, especially in the absence of AMF. Thus, the use of G.
globosa for the removal of zinc in recycling or soil phytoremediation programs
should be considered.

Keywords: Ecologic anatomy. Phytoremediation. Heavy metals. Arbuscular
mycorrhizal fungi. Recovery of degraded areas.
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1 INTRODUCAO

Dentre as atividades que mais contribuem para a polui¢cdo do solo com
elementos-traco  destacam-se a mineragdo e a industria metallrgica,
principalmente a de metais ndo ferrosos. 1sso porque ao promoverem a extracao
de alguns metais, produzem grandes quantidades de rejeitos, muitas vezes com
elevados teores de niquel (Ni), cromo (Cr), cobre (Cu), chumbo (Pb), cAdmio
(Cd) e zinco (Zn), que afetam severamente a vegetacdo (BAKER et al., 1994) e
as atividades biologicas do solo, como respiracdo e decomposicao, no local de
atuacdo das empresas e em areas adjacentes (VANGRONSVELD et al., 1997).

Poucas espécies vegetais conseguem se estabelecer em regibes
contaminadas pelo acimulo de elementos-traco em areas de depoésito de rejeito
resultantes do refino mineral. A maior parte das plantas gera reacdes ao estresse
nesses ambientes (CHAVES-FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001).

Isso acontece porgue esses poluentes inorganicos ndo podem ser
degradados. Mas quando estdo biodisponiveis no solo eles podem ser absorvidos
e estabilizados nos tecidos vegetais (PILON-SMITS, 2005), processo
denominado fitorremediacéo.

Esse processo se tornou uma opgao atrativa para a despoluicdo de solos
com elementos-traco, principalmente em paises em desenvolvimento, onde
financiamentos para recuperacdo ambiental sdo escassos (NASCIMENTO et al.,
2006). Accioly & Siqueira (2000) j& apontavam a fitorremediacdo como uma
pratica promissora, com mercado garantido no pais, em funcéo da existéncia de
inimeras e extensas areas contaminadas, particularmente com metais pesados.

Segundo Lopez (2010), ap6s programas de reabilitacdo, as areas
contaminadas por metais pesados apresentam elevada diversidade e densidade

de microorganismos no solo.
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O uso de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) associados as raizes
das plantas também vem sendo muito empregado. A colonizacdo das raizes da
planta hospedeira pelos FMAs resulta em inimeros beneficios para ambos
atraves da simbiose, onde a planta fornece fotoassimilados aos fungos e recebe
nutrientes essenciais menos sollveis, como o fosforo, zinco e cobre (SMITH;
GIANINAZZI-PEARSON, 1988; CHU, 2005).

De acordo com Costa et al. (2001) e Cavalcante et al. (2002), a
colonizagdo das raizes da planta pelos FMAs depende de fatores edafoclimaticos
e da relacdo entre o fungo e a planta, resultando em respostas diferenciadas por
parte da planta hospedeira; e segundo Chu (2005), para melhor aproveitamento
dos efeitos da associacdo simbidtica com fungos micorrizicos em beneficio da
planta, € preciso selecionar as espécies mais eficientes de FMAs.

Amaranthaceae é uma familia botanica com distribuicdo cosmopolita,
exceto pelas regides mais frias do Hemisfério Norte. A familia inclui cerca de
170 géneros e 2000 espécies, sendo que no Brasil ocorrem 20 géneros nativos e
aproximadamente 100 espécies. Nos Cerrados destacam-se as espécies de
Gomphrena com inflorescéncias vistosas alaranjadas ou rosadas (SOUZA,
LORENZI, 2005).

Gomphrena globosa L. é uma espécie herbacea nativa do Cerrado
pertencente a familia Amaranthacea. E uma planta perene, rasteira ou semi-
prostrada, considerada daninha por muitas vezes invadir culturas em regibes
proximas (LORENZI, 2008).

O desenvolvimento de G. globosa com inoculacdo de FMAs foi
estudado para verificar sua capacidade de crescimento em solo contaminado
com altos teores de Cd e Zn resultantes do descarte de rejeito da mineragdo de
Zn, visando fazer a identificacdo de modificacdes morfoanatbmicas causadas
pelo contato direto com esses elementos e avaliar sua inclusdo em programas de

revegetacdo de areas com caracteristicas semelhantes.



91

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras (DCS/UFLA), em Lavras —
MG, nos meses de abril a julho de 2010, em condicGes naturais de luminosidade.
O municipio de Lavras esta localizado na regido sul de Minas Gerais, a 918m de
altitude, latitude 21°14°S e longitude 45°00°'W GRW. O clima, segundo a
classificagdo de Kdppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno

seco e verdo chuvoso, subtropical e inverno seco (DANTAS et al., 2007).

2.2 Preparacéo e Inoculagdo dos Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares foram isolados do solo da area de
estudo e identificados, sendo Acaulopora morrowiae, Gigaspora albida e
Glomus clarum as espécies utilizadas. Seu crescimento foi realizado em solucdo
nutritiva (Hoogland modificado), conforme protocolo do Laboratério de
Microbiologia do Solo, Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade
Federal de Lavras (DCS/UFLA).

Em cada vaso do experimento (descrito no préximo item) foi colocado
1 mL de solucéo contendo aproximadamente 230 esporos da mistura de fungos.

Os vasos testemunha receberam a solucdo filtrada para retirada dos esporos.
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2.3 Preparacédo das Mudas e Montagem dos Experimentos

Sementes de G. globosa foram colocadas para germinar em substrato
comercial Plantmax® autoclavado por uma hora em temperatura de 120°C e
pressdo de latm. As mudas obtidas foram colocadas em vasos contendo solo
contaminado (25,22 mg Kg* de Cd e 4898,39 mg Kg™ de Zn) com e sem a
adicdo de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, sendo cinco vasos para
cada tratamento. O mesmo foi feito em vasos contendo solo sem contaminacao
(1,18 mg Kg™ de Cd e 14,59 mg Kg™* de Zn) como testemunha.

As plantas permaneceram nos tratamentos em casa de vegetacdo pelo
periodo de 45 dias em condicBes naturais de luz e umidade. Ao final do periodo,
as plantas foram removidas. Amostras de raiz e folha de cinco vasos de cada
tratamento foram coletadas para observacdo em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e microscopia de luz. O restante do material vegetal foi lavado
e transferido para secagem em estufa, posteriormente triturado para obtencao da
biomassa seca e andlise da presenga dos contaminantes.

Para as andlises de variagdo anatbmica foram coletadas as folhas do
segundo no para G. globosa, sendo quatro amostras para cada tratamento, bem

como duas amostras de raizes secundarias.

2.4 Avaliacdes de Crescimento e Biomassa

As modificagdes morfoldgicas nas plantas foram observadas diariamente
em busca de sintomas de estresse causado pelos contaminantes. Ao final do
experimento, as mudas foram medidas para caracterizar o crescimento e o
material coletado para obtencdo da biomassa seca total e particionada (entre

parte aérea e raizes).
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2.5 Microscopia de Luz

O preparo das amostras para a andlise em Microscopia de Luz foi
realizada no Laboratdrio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (DBI/UFLA).

Apbs a coleta, o material foi lavado para retirada de impurezas e fixado
em FAA7, (formol 37%, acido acético glacial P.A. e alcool etilico 70% na
propor¢do de 0,5: 0,5: 9,0) (JOHANSEN, 1940). Apo6s 72 horas da fixacdo
foram conservadas em etanol 70° GL (JENSEN, 1962) até o momento das
andlises.

Para a confeccdo das laminas foi retirada uma amostra da regido
mediana de cada folha para emblocamento em resina Leica Historesin®, da
Leica Microsystems Nussolch GmbH. (7022 31731 Leica Historesin Embedding
Kit). Para realizacdo dessa etapa de preparo, 0o material foi submetido ao
processo de desidratacdo em série alcodlica (alcool etilico 70%, élcool etilico
comercial 92,8%, alcool etilico P.A.) por um periodo de duas horas para cada
concentracdo. Em seguida, o material foi deixado em solugdo de pré-infiltracéo
composta por resina base e etanol 95% (1:1) durante duas horas em vécuo e em
seguida foi transferido para a solucdo de infiltracdo (resina base), onde
permaneceu por 48 horas. Apos a infiltracdo, o material foi colocado em moldes
de polietileno com a solucdo de polimerizacdo (resina base/endurecedor 15:1),
conforme especificagdes do fabricante.

Os histomoldes foram desemblocados ap6s 24 horas, colados em suporte
de madeira e levados para o micrétomo de deslize calibrado para obtencdo de
cortes com 5um a 10um de espessura, conforme a resisténcia do material
histolégico.

As seccdes foram dispostas em laminas de vidro sobre placa aquecedora

a 40°C. O material foi corado com azul de toluidina 0,05% (em tampéao fosfato
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de potassio pH = 4,7) por 5 minutos. Em seguida foi lavado rapidamente em
agua destilada. Apos a secagem em placa aquecedora a 40 °C, as l&minas foram
montadas em balsamo do Canada (SOUZA et al., 2005).

As medicGes da espessura dos tecidos foram realizadas por meio do
software de medicdo Image Tool 3.00©, do UTHSCSA (The University of
Texas Health Science Center in San Antonio), utilizando-se fotomicrografias
registradas em camera digital Canon PowerShot A630 acoplada ao microscopio
Ken-a-Vision TT18. Foram realizadas 42 medi¢Bes por amostra, em seis cortes
de cada tratamento, sendo realizadas sete medi¢cdes em fotomicrografias de

campos diferentes.

2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A preparacdo e a observacdo das amostras em Microscépio Eletrdnico
de Varredura foram realizadas conforme protocolo do Laboratério de
Microscopia Eletrénica e UltraEstrutura no Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (DFP/UFLA).

As amostras foram seccionas em pedacos de 0,5cm” e imersas em
solucdo fixativa (Karnovisk's modificado), pH 7,2 por 24 horas. As amostras
foram colocadas em solucdo de tetroxido de 6smio 1% em agua destilada, por 1
hora e, em seguida, desidratadas em série de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e
100%, por trés vezes) e, entdo, levadas para o aparelho de ponto critico. As
amostras pos-fixadas foram montadas em stubs, banhadas em ouro e levadas ao
microscépio eletrbnico de varredura (Zeiss — Leo Evo 40) para andlises e

obtencdo das fotografias.
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2.7 Avaliacdo dos Teores de Cadmio e Zinco

A biomassa seca das amostras foi triturada para digestdo 305la da
United Environmental Protection Agency (USEPA, 1995), onde 0,59 de material
foi colocado em tubos de Teflon® PTFE com 5 mL de HNO; (&cido nitrico) e
levados ao forno de microondas a pressdo 0,76MPa e temperatura aproximada
de 175°C por 10 minutos. Ap6s o resfriamento o material foi filtrado e ao
volume obtido recebeu 10 mL de agua destilada. Os teores de Cd e Zn foram
determinados por espectrofotometria de absor¢do atdbmica com equipamento
PerkinElmer AAnalyst 800® com atomizador tipo chama. O material de
referéncia utilizado para garantia de qualidade foi o BCR® 482 Lichen, do
IRMM (Institute for Reference Material and Measurements — European
Commission) em cada bateria, além de uma amostra em branco (contendo

apenas HNO3) com recuperacdo de 77% a 137%.
2.8 Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram analisados quanto a média, desvio padrdo das

amostras e analise de variancia com uso de software Microsoft Office Excel
2007®, da Microsoft Corporation.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de Gomphrena globosa foi favorecido pela inoculagédo
dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em solo ndo contaminado,
entretanto a inoculacdo ndo favoreceu o desenvolvimento da espécie em solo
com a presenca de Cd e Zn. De acordo com Costa et al. (2001) e Cavalcante et
al. (2002), a colonizacdo das raizes da planta pelos FMAs depende de fatores
edafoclimaticos e da relagdo entre o fungo e a planta, resultando em respostas
diferenciadas por parte da planta hospedeira.

Geralmente, a colonizacdo das raizes da planta hospedeira pelos FMASs
resulta em inimeros beneficios para ambos através da simbiose, onde a planta
fornece fotoassimilados aos fungos e recebe nutrientes essenciais menos
soltveis, como o fésforo, zinco e cobre (SMITH; GIANINAZZI-PEARSON,
1988; CHU, 2005). Entretanto, os resultados obtidos mostram que além de
aumentar a superficie de absorcdo de nutrientes, os FMAs também podem
contribuir para o aumento da absor¢do dos contaminantes, causando efeito
negativo no desenvolvimento das plantas. Os valores médios de producéo de
biomassa seca apos o periodo de teste foram obtidos em Balanca de Preciséo
Tecnal® Mark 1300 Classe Il (Tabela 1).

Tabela 1 Biomassa seca em gramas de Gomphrena globosa em solo
contaminado com Cadmio e Zinco, sem e com a inoculagdo de
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

Solo sem FMAs Solo com FMAs
Testemunha  Tratamento Testemunha  Tratamento
Raiz 1,78 1,14 2,05 1,14
Parte aérea 1,82 1,05 1,80 1,01

Inflorescéncia 0,90 0,80 0,79 0,81
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As alteracdes macroscoépicas visualizadas nas folhas de G. globosa apés
0 periodo experimental foram ocorréncia de clorose, necrose e perda de
flexibilidade, principalmente nas plantas que receberam inoculacdo de FMAs em

solo contaminado

3.1 Analises Microscopicas

As observacdes em microscopia de luz nas folhas de Gomphrena
globosa em solo controle (testemunha) mostraram que essa espécie possui
mesofilo dorsiventral, com parénquima palicadico com uma camada celular e de
4-5 camadas no parénquima esponjoso (Figura 1). Tanto a epiderme adaxial
guanto a abaxial possui apenas uma camada de células. Entretanto, as amostras
obtidas de plantas que tiveram contato com 0s contaminantes apresentaram
reducdo na espessura do mesofilo e no nimero de camadas do parénquima
esponjoso (3-4 camadas).

Os resultados mostram que G. globosa sofreu reducdo na espessura de
outras estruturas foliares, como parénquima pali¢cadico, epidermes adaxial e
abaxial e nos vasos do xilema (Gréfico 1). Essa reducdo também foi vista na
espessura do limbo foliar e na nervura central (Gréafico 2) quando submetidas ao
contato com o solo contaminado, sendo essa reducdo ainda mais acentuada nas

plantas que receberam inoculacdo de FMAs.
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B Testenmnhagen FMA  Testenunha com FA
B Tratemento 2em FRMA B Tratamento com FMA

Espessura em pun
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Gréfico 1 Espessura de estruturas foliares em Gomphrena globosa em solo
contaminado com Cd e Zn, com e sem inoculagdo de FMAs
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Gréafico 2 Espessura da folha de Gomphrena globosa na regido da nervura
central e no mesofilo



99

O contato com o solo contaminado provocou aumento no diametro dos
vasos do xilema nas folhas de G. globosa, entretanto houve reducdo na medida
dos mesmos nas amostras que receberam inoculagdo de FMAs. A contaminacao
pode ter levado G. globosa a intensificar a irrigacdo nesse 6rgdo para melhor
desempenho de suas atividades fisiologicas. A reducdo no tamanho dos
estbmatos quando submetida ao estresse da contaminacdo também podem
indicar ineficiéncia nos processos fisiolégicos.

De acordo com Alves & Angyalossy-Alfonso (2000) a reducdo no
namero e calibre dos vasos condutores pode ser causada por fatores ambientais
para assegurar a conducdo hidrica; e segundo Sandalio et al. (2001), os
elementos-traco podem afetar a movimentacdo hidrica na planta, reduzindo os
vasos do xilema e alterando inclusive o balan¢o hormonal.

O parénquima palicéadico € rico em cloroplastos, sendo fundamental para
a absorgdo de luz para a realizagdo da fotossintese (CASTRO et al., 2007), sendo
assim, a reducdo na espessura desse tecido nas folhas de G. globosa quando
submetida ao estresse pode acarretar em deficiéncia na producéo de energia, fato
que explica a baixa produgdo de biomassa dessa espécie nas condigdes
apresentadas.

De acordo com Stobart et al. (1985), a exposi¢do das plantas aos
elementos-traco afeta o desenvolvimento dos cloroplastos. Sirdhar et al. (2005)
também verificaram variagcbes nos parénquimas palicadico e esponjoso de
Brassica juncea quando exposta ao Cd e Zn.

G. globosa sofreu aumento na largura do feixe vascular na nervura
central e consequente aumento na espessura do colénquima das faces adaxial e

abaxial quando submetida ao contato com o solo contaminado.
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Figura 1 Seccdes transversais das folhas de Gomphrena globosa
Colunas A e B: Limbo foliar evidenciando mesofilo dorsiventral. Colunas C e D: Detalhe da regido
vascular na nervura central com variagdes na espessura dos vasos do xilema. Barras de escala: 100pm.
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Resultado semelhante foi encontrado por Vollenweider et al. (2006) em
estudo anatémico com presenga de Cd, de forma que esse resultado pode ser
uma reacdo a absorcdo desse contaminante pelas plantas. A perda acentuada de
flexibilidade foliar também pode estar relacionada ao aumento nesse tecido.

Os valores de reducdo das epidermes das faces adaxial e abaxial em
ambas as espécies ndo sdo significativos estatisticamente, sendo proporcionais
aos valores de reducéo do mesofilo.

A reducdo no tamanho dos estdbmatos pode ser uma evidéncia da
necessidade de retencdo hidrica ou da toxidez causada pelos contaminantes na
espécie. Essa reducdo ocorreu tanto em fungdo da contaminacdo do solo quanto
pela presenca dos fungos micorrizicos e foi observada também no tamanho dos
estdmatos isolado das faces adaxial e abaxial da epiderme de G. globosa,
principalmente em plantas que receberam a inoculacdo. A reducdo dos
estdbmatos quando a planta é submetida ao estresse da contaminagdo também
pode acarretar em baixa queda na fotossintese pela deficiéncia na realizacéo de
trocas gasosas. Esse resultado ndo é comum em plantas sob efeito do Cd.
Chardonnens et al. (1998) relatam aumento na densidade estomatica em Silene
vulgaris em condicfes de estresse causado pela presenga desse elemento, assim
como Brassica napus, relatado por Baryla et al. (2001).

Ocorreu acentuada reducdo na espessura do limbo foliar nas plantas em
contato com os contaminantes que receberam inoculacdo de FMAs. Segundo
Melo et al. (2007), essa mudanga na espessura do limbo ocorre como uma
medida de adaptacdo em condicBes de estresse em plantas que possuem
plasticidade anatbmica. Outros estudos mostram essa caracteristica em plantas
que tiveram contato com elementos-traco (ZHAO et al., 2000; MARUTHI et al.,
2005) e para Alves et al. (2001), a reducdo nos espacos intercelulares dos tecidos

pode dificultar a circulacdo de gases toxicos.
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As imagens em microscopia eletronica de varredura das folhas de G.
globosa mostram que a espécie apresenta células epidérmicas justapostas
isodiamétricas, com contorno sinuoso, muitos tricomas tectores e poucos
estdmatos na face adaxial (Figura 2). Para Menezes (2003), essa sinuosidade
pode ocorrer em fungdo de tensdes na folha ou pelo endurecimento da cuticula
durante a diferenciacéo celular.

G. globosa apresenta muitos estdbmatos na face abaxial da epiderme.
Essa abundancia de estdbmatos também foi visualizada na epiderme face abaxial
da folha dessa espécie quanto submetida & contaminacao.

Tanto os tricomas da face adaxial quanto da face abaxial da epiderme
tiveram expressivo aumento no comprimento nas plantas que se cresceram em
solo contaminado, podendo representar 0 maior investimento da planta no
desenvolvimento de estruturas protetoras.

As plantas que tiveram contanto com o0 solo contaminado sofreram
aumento na espessura e maior producdo de raizes laterais. Segundo Barcel6 &
Poschenreider (1990), a presenca do Cd no solo é responsavel pelo aumento de
raizes laterais com redugdo dos pelos absorventes, promovendo a compactacéo e
adensamento do sistema radicular.

A producdo de biomassa radicular ndo foi afetada pela presenca de
FMAs em solo contaminado. Isso mostra que a inoculacdo de FMAS
proporcionou maior transferéncia dos contaminantes presentes no solo em
detrimento dos nutrientes para G. globosa, evidenciando uma relagdo negativa

para essa espécie nessas condi¢fes ambientais.
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Figura 23 Fotomicrografias de Gomphrena globosa em microscopia eletrdnica de varredura
Colunas A e C: superficie adaxial da folha. Colunas B e D: Superficie abaxial da folha.
As imagens mostram aumento na ocorréncia de tricomas em contato com solo contaminado e redugdo na
guantidade de estdbmatos (pontos brancos). Barras de escala: (A, C e G: 30um); (B. D, E, F e H: 100um)

co1
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No interior das raizes da espécie o efeito da contaminacdo foi contrario
ao encontrado nas folhas. A espessura dos vasos do xilema reduziu em contato
com o0s contaminantes, entretanto aumentou quando houve inoculagdo de FMAs
(Figura 3). Redugdo no nimero de vaso do metaxilema também foi observada,
sendo essa uma resposta comum em plantas submetidas ao estresse. Sabe-se que
a reducdo dos vasos provoca aumento na pressdao interna, aumentando a
circulacdo hidrica, o que justifica o maior investimento de G. globosa maior na
producdo de vasos como medida adaptativa aos niveis de contaminagdo do solo.

Segundo Barcel6 & Poschenreider (1990) e Sandalio et al. (2001), altos
niveis de elementos-traco presentes no solo podem afetar o balango hormonal

radicular, interferindo na formacéo dos tecidos.

Testemunha Tratamento

Sem FMAs

Com FMAs

Figura 3 Seccdes transversais das raizes de Gomphrena globosa.VariagGes
na espessura dos vasos do xilema quando submetida ao contato
com o solo contaminado. Barras de escala: 100pum
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3.2 Teores de Cadmio e Zinco

Em ambos os tratamentos (sem e com FMAS) as plantas de Gomphrena
globosa absorveram maior quantidade de Zn se comparados 0s com 0s teores de
Cd encontrados.

Os teores de Cd e Zn apresentados por G. globosa ao final do
experimento ndo foram altos, mas sofreram ligeiro aumento de Cd nas plantas
associadas aos FMAs, entretanto nas mesmas plantas houve reducdo de Zn,
demonstrando sua baixa capacidade de absorver os dois contaminantes ao
mesmo tempo (Tabela 2). Silva (2006) aponta a reducéo no teor de metais nas
plantas como consequencia da protecdo exercida pela simbiose com os FMAs.

A espécie demonstra mais facilidade em absorver o Zn com alta taxa de
transferéncia para as partes aéreas. Segundo Accioly (2001), o uso de
amenizantes (calcario, silicato de célcio), fertilizantes (N-P-K) e matéria
organica podem melhorar o estabelecimento das espécies nessas condicdes.
Dessa forma o seu uso na cobertura do solo de &reas com caracteristicas
semelhantes se torna favordvel, visto que essa espécie possui dispersdo
facilitada, podendo ajudar no controle da erosdo e da dispersdo dos
contaminantes.

Baixa concentragdo de Cd em folha de Salix viminalis foi relatada por
Vollenweider et al. (2006), onde a distribuicdo desse elemento nesse 6rgao
ocorreu de forma protetora para os tecidos envolvidos na fotossintese, podendo
representar uma estratégia de tolerancia a presenca dos elementos-traco.

Gomphrena globosa apresenta maior capacidade de bioacumulacdo de
Cd e de translocagdo de Zn (Tabela 3). O fator de bioacumulacdo é calculado
através da concentracdo do elemento na planta em relacdo ao teor encontrado no

solo.
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Tabela 2 Teores de Cd e Zn encontrados nas amostras de Gomphrena globosa,
sem e com inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

Céadmio (mg kg™) Zinco (mg kg™)
Sem FMAs Testemunha  Tratamento  Testemunha  Tratamento
Raiz <LD 69,35 25,03 1445,77
Parte aérea <LD 25,88 39,90 3396,18
Inflorescéncia <LD 0,90 1,75 30,10

Céadmio (mg kg™) Zinco (mg kg™)
Com FMAs Testemunha  Tratamento  Testemunha  Tratamento
Raiz <LD 73,60 17,51 983,53
Parte aérea <LD 29,15 40,53 1485,16
Inflorescéncia 6,04 2,08 253,66 94,42

< LD: Abaixo do limite de detec¢éo
Limite de deteccdo (LDM): Cd = 1,27 e Zn = 0,67

O fator de translocacdo é mensurado através da concentra¢do do
elemento de estudo nas partes aéreas da planta em relacdo ao teor encontrado na
raiz. Em G. globosa o fator de translocacdo para Zn foi considerado satisfatorio

(> 1), demonstrando sua alta capacidade de extrair esse elemento do solo.

Tabela 3 Valores de bioacumulacdo e translocacdo de Cd e Zn em Gomphrena
globosa, sem e com inoculacgdo de fungos micorrizicos arburculares

Bioacumulagdo Translocagio
Cadmio Zinco Cadmio Zinco
Solo sem FMAs 4,32 0,99 0,39 2,37

Solo com FMAs 4,71 0,52 0,42 1,61
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos mostram que a inoculagcdo com FMAs pode ser uma importante
ferramenta biotecnoldgica, para melhorar a adaptacdo e reduzir o estresse do
transplantio, beneficiando o desenvolvimento das plantas, entretanto essa
associagdo ndo se mostrou benéfica para Gomphrena globosa em alguns
aspectos.

A inoculacéo favoreceu a absor¢do de nutrientes, promovendo aumento
de biomassa na espécie e também na absorcdo de Cd pela planta. Esses fatores
sdo considerados importantes do ponto de vista da fitorremediacéo.

Porém, em consequéncia do aumento de Cd a planta sofreu sérias
alteracdes morfoanatdmicas que comprometem seu desenvolvimento. E possivel
que a presenca de FMAs acelere a entrada desse elemento téxico de tal modo
que a planta ndo consiga desenvolver estratégias de isolamento do contaminante.

Estudos demonstram que, embora os FMAs ocorram de forma
generalizada na natureza, a sua distribuicdo no solo ndo é uniforme, de forma
que o uso de G. globosa em solos com objetivo de fitorremediar a contaminacgao
por Cd pode ser feito, porém sem a inoculagdo voluntaria de FMAs, deixando
que isso ocorra naturalmente, se for o caso. Dessa forma, o tempo de
sobrevivéncia da espécie nessas condicOes pode ser aumentado, favorecendo sua
dispersdo e, consequentemente, promovendo maior cobertura da area.

Os resultados mostram que a espécie G.globosa possui alta capacidade
em absorver e translocar o Zn para as partes aéreas, especialmente na auséncia
de FMAs, podendo ser utilizada na remoc¢do desse elemento para fins de

reciclagem ou mesmo fitorremediacéo.
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5 CONCLUSAO

Gomphrena globosa apresenta respostas morfoanatbmica aos
contaminantes, demonstrando plasticidade morfolégica como meio de
resisténcia aos altos niveis de Cd e Zn no solo.

A espécie possui mecanismos especializados na translocacdo de Zn,
podendo ser empregada em programas de recuperacdo ambiental com altos
niveis desse elemento.

A resisténcia de G. globosa é reduzida na presenca de fungos
micorrizicos arbusculares, porém as variacbes anatbmicas encontradas na
espécie sem a inoculacdo de FMAs ndo afetaram seu estabelecimento no solo

com altos niveis de Cd e Zn, permitindo classifica-la como espécie tolerante.
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