ROSELI FREIRE DE MELO

POTENCIAL DE ESPECIES VEGETAIS PARA FITORREMEDIACAO
DE UM SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de PoOs-
graduacdo em Solos e Nutricdo de
Plantas, para obtencéo do titulo de Doctor
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2006



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogacao e

Classificacéo da Biblioteca Central da UFV

M528p
2006

Melo, Roseli Freire de, 1975-

Potencial de espécies vegetais para fitorremediacdo de
um solo contaminado por arsénio / Roseli Freire de Melo.
- Vicosa : UFV, 2006.

xii, 107f. :il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Luiz Eduardo Dias.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

1. Solos - Remediagdo. 2. Fitorremediag&o.
3. Recuperacdo de terra. 4. Revegetacdo. 5. Solos -
Poluicdo. 6. Solos - Teor de arsénio. I. Universidade
Federal de Vigosa. Il.Titulo.

CDD 22.ed. 628.55




ROSELI FREIRE DE MELO

POTENCIAL DE ESPECIES VEGETAIS PARA FITORREMEDIACAO
DE UM SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de PoOs-
graduacdo em Solos e Nutricdo de
Plantas, para obtencéo do titulo de Doctor

Scientiae.
APROVADA: 04 de setembro de 2006
Prof. Juraci Alves de Oliveira Prof. Jaime Wilson V. Mello
(Co-Orientador) (Co-Orientador)
Prof. Walter Antonio P. Abrahdo Prof. Emerson Silva R. Junior

Prof. Luiz Eduardo Dias
Orientador



Especialmente aos meus pais: José Freire de Melo (In memorian) e In4cia
Maria de Melo que com toda a humildade souberam me dar amor, carinho,
incentivo durante o decorrer da minha existéncia. A vocés meus pais, meu eterno
amor.

Aos meus queridos irmaos: Mauricio, Marinaldo, Mario, Marcos Antonio,
Ademar, Marinilson, Maria das Dores (Lia), Jodo, Gabriel e Francisco que mesmo
diante da distancia que nos separam encontram sempre presente em minha vida.

A Aurélio Antas Miguel, pessoa que tenho grande admiracdo. Que mesmo
quando distante encontra-se sempre presente em minha vida, transmitindo

carinho, perseveranca e amor.

A vocés, minha eterna gratidao.

Dedico



A DEUS

“Deus soberano e eterno, és a fonte pela qual vim ao mundo, que com tua
bondade infinita deu-me forca e coragem para alcancar mais uma vitoria. Peco-
Ihe protecdo e que continue iluminando cada passo de minha vida, para que eu

possa enfrentar todos os obstaculos que poderdo surgir em minha caminhada”.

Ofereco



Agradecimentos

A Universidade Federal de Vigcosa, através do Departamento de Solos pelo
acolhimento e oportunidade concedida.

A Coordenacdo de aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior
(CAPES) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
CNPq pela concesséao da bolsa de pesquisa.

Ao professor Luiz Eduardo Dias, pela orientacdo e paciéncia durante o
decorrer deste trabalho, que além de orientador considero um verdadeiro amigo e
conselheiro; a vocé meu eterno agradecimento.

Ao professor Juraci Alves pela amizade e consideraveis sugestoes.

Aos professores Jaime Mello e Walter Abrahdo pelas criticas e sugestdes
concedida.

Ao Pesquisador Emerson Ribeiro pelas sugestdes.

Ao Professor Norivaldo dos Anjos pelas sugestdes, apoio e ensinamentos.

A todos os estagiarios do grupo “arsénio” em especial, Wilian, Mauro,
Arlindo e Renato pela grande forca na execucédo deste trabalho.

Aos meus amigos: Edgley, Flavia, Eliane, Fernanda Ataide, Maria, Igor,
Elton Valente, Guilherme, italo, enfim a todos pela amizade sincera; a vocés meus
sinceros agradecimentos.

A Roseilton, Lindemberg, Alexandre e Ana Paula pela minha recepcéo a
Vicosa.

Aos funcionarios do Departamento de Solos e dos Laboratérios Fisica e de
Fertilidade, em especial ao Carlos Fonseca, George, Zélia, Claudinho, Carlinho,
Janilson, Jodo Milagres, Ciro, Pedro Lelis, Sonia, enfim a todos pela atencéo,
apoio e ensinamentos.

A Luciana, secretéaria da Pds graduacédo pela atencdo em todas as horas

A todos que direto ou indiretamente contribuiram para a minha
permanéncia no curso como também na elaboragéo deste trabalho.

Enfim, a todos que fizeram parte da minha vida de pés — graduacéo.



BIOGRAFIA

ROSELI FREIRE DE MELO, filha de Inacia Maria de Melo e José Freire de
Melo, nasceu em 16 de janeiro de 1975, na cidade de Esperanca, Paraiba.

Graduada em engenharia agrondmica pela Universidade Federal da
Paraiba, Areia-PB, em setembro de 1999.

Em abril de 2002, concluiu o curso de Mestrado em Solos e Nutricdo de
Plantas pela Universidade Federal do Ceard, na area de Microbiologia do Solo,
sob a orientacdo da Professora Vania Felipe Freire Gomes, desenvolveu a
dissertacdo intitulada “Interagdes Rizobio, Fungo Micorrizico e Aduabacdo com
NPK em Feijao-de-Corda”.

Iniciou o curso de Doutorado em Ciéncia do Solo em setembro de 2002, na
Universidade Federal de Vigosa, sob a Orientacdo do Professor Luiz Eduardo
Dias, desenvolveu a tese intitulada “Potencial de espécies vegetais para
fitorremediacdo de um solo contaminado por arsénio”, com aprovacao em 04 de
setembro de 2006.



CONTEUDO

Pagina
RESUMO ..ottt ettt e et e e e e ettt e e e e e s asaes e e e e e e e annbaneeeaeeaanns iX
ABSTRACT ettt et e e e e e st e e e e e e s et e e e e e e e e e e e e e anrbrraaaaaeaans Xi
1.0. INTRODUGAO GERAL .....ooviiiteeetecee ettt 1
2.0. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt ettt 3
2.1, O ARSENIO. ...ttt ettt
2.1.1. Fontes de contaminagao POr arSENIO.......cceeeveeeeeeeeeeeeeeeerriinennaneeeens 5
2.1.2. ToXidade dO @rSENI0..........uuuuuireriiiiiiiiieaeeeeeeeeeasssssierreereeeeeeeeeaeeas 7
2.1.3. Similaridade entre arsénio e f0sforo N0 SOI0 ........ccevvvvveeeieeiiiiiiiiinn, 9
2.2. ARSENIO EM PLANTAS ..ot 10
2.2.1. Arsénio e fosforo na planta............cooevveveiiiiiiiiiiiiiee e 10
2.2.2. Mecanismos de desintoxicagao de arsénio...........ccccceeveevvvvvvvnnnnnnnn. 11
2.2.3. Espécies acumuladoras e hiperacumuladoras de arsénio ............... 12

2.2.4. Critérios a ser considerados para a selecdo de espécies

{10018 L= g a=Te [= T (o] = F- TR 13
LITERATURA Cl T AD A . .o et 15
S 0. JUS TR I AT IV A e e e e e et 22
4.0. OBIETIVOS GERAIS. ... 21
5.0. FITORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR ARSENIO....... 29

CAPITULO 1

POTENCIAL DE LEGUMINOSAS HERBACEAS COMO

FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO ........... 23
RESUMO ... ..ottt ettt ettt ettt ettt e e et e s se e e et e e et e e see e e 23
ABSTRACT ..ottt eet ettt ettt et se et e s et e e ss st et et et et e et eseetatestenesaeneseenes 24
INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt ettt et e st e st et e e stesee e enee e 24
MATERIAL E METODOS.........coiiiieiteiteeeeeteete e ete st e e eeeste e eseeaesreaneanens 26
RESULTADOS E DISCUSSAO.........octieetieeeeeeee ettt 28

Sintomas de toxidez, producao de matéria seca, diametro e altura de planta.... 28

Teores e contetdos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas..... 32

Vi



indice de translocacéo e teores criticos de arsénio No Solo...........c..ccoeveeveeneen.. 37

CONCLUSOES. ...ttt 39

LITERATURA Cl T AD A . .. e e e e e s 40
CAPITULO 2

POTENCIAL DE ESPECIES HERBACEAS FORRAGEIRAS COMO

FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO............ 42
RESUMO ..ottt ettt et e e e e ettt e e e e e ansae b e e e e e e e e annbneeaeaeenanns 42
ABSTRACT ettt e et e e e e e e s e e e e e et e e e e e e nnbr e e e e e e e anaes 43
INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt ettt st et e st e e e stesee e eree e 43
MATERIAL E METODOS..... oottt et ete et 44
RESULTADOS E DISCUSSAO.......eo oot 47
Sintomas de toxidez, producédo de matéria seca, altura e diametro de plantas.. 47
Teores e contetudos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas..... 51
indice de translocac&o e teores criticos de arsénio no solo................ccccceveueee. 56
CONCLUSOES. ..ottt ettt 58
LITERATURA CITADA . .. ottt et e ettt staaee e e e 59

CAPITULO 3

POTENCIAL DE ESPECIES ARBUSTIVAS COMO FITORREMEDIADORAS

DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO........ooiiieoeeeeeee e 61
1 11 PP 61
AB S T R A C T et 62
1RO 510071 J TS 63
MATERIAL E METODOS........coiiieieeeeeee ettt sttt eteste st aene e sne e 63
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooiiiieiiieieieienesesieisieieiesese s sesesssenes 66
Sintomas de toxidez, producao de matéria seca, diametro e altura de planta.... 66
Teores e contetdos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas..... 70
indice de translocacéo e teores criticos de arsénio No Solo...........c..ccveveeveeee.. 74
CONCLUSOES. ...ttt ettt 76
LITERATURA Cl T AD A . . o e et e e e e e a e e aeees 77

vii



CAPITULO 4

POTENCIAL DE ESPECIES DE EUCALIPTUS PARA FITORREMEDIACAO

DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO ..o 79
1 11 [ 79
ABSTRACT ettt ettt e e e e e e et e e e e e e b e e e e e e e eaeeeaanaes 80
INTRODUGAO. ...ttt ettt ettt sttt e st et e st et e e e stesreeeeenee e 80
N =T I =Y 1= ] 5T 1 81
RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiiirieirieieieeiesesesieisieieiese e sesessee s 85
Sintomas de fitotoxidez e producdo de matéria seca das plantas...................... 85
Altura, diametro de plantas, area foliar e razdo Raiz/Parte aérea.................... 90

Teores e conteudos de arsénio nos diferentes compartimentos das

PIANTAS. ... a e e e 95
indice de translocac&o e teores criticos de arsénio no solo........................... 100
CONCLUSOES. ... .ottt 103
LITERATURA Cl T AD A . ot e 104

6.0. CONCLUSOES GERAIS......oii e e e e i, 107

viii



RESUMO

MELO, Roseli Freire de, D.S., Universidade Federal de Vicosa, setembro de 2006.
Potencial de espécies vegetais para fitorremediacdo de um solo
contaminado por arsénio. Orientador: Luiz Eduardo Dias. Co-orientadores:
Juraci Alves de Oliveira e Jaime Wilson V. Mello.

O arsénio (As) € encontrado na natureza associado aos minerios de prata, ouro,
antimoénio, cobalto e de niquel. Existem varios casos de intoxicacdo e morte de milhares de
pessoas contaminadas por arsénio em diversos paises do mundo. No Brasil existem
ocorréncias de areas com elevadas concentragdes deste metaldide no Quadrilatero Ferrifero
de Minas Gerais, no delta do rio Amazonas e Santana no Amapa, entre outras. Tendo em
vista 0 impacto que o arsénio pode causar no ambiente é de grande importancia o
desenvolvimento de técnicas para a descontaminacdo de areas com elevadas concentracdes
deste metal6ide. O presente estudo teve como finalidade avaliar o potencial de diferentes
espécies de leguminosas herbéaceas - crotélaria (Crotalaria spectabilis Roth.), feijdo de
porco (Canavalia ensiformis L.), mucuna preta (Stilozobium aterrinum Piper & Tracy),
forrageiras herbaceas - estilosante (Stylosanthes humilis HBK), amendoim forrageiro
(Arachis pintoi Krapov. & Gregory), azevém (Lolium multiflorum L.) aveia preta (Avena
sativa L.), leguminosas arbustivas - feijdo guandu (Cajanus cajan L.), sesbania (Sesbania
virgata Cav.), leucena (Leucaena leucocephala L.) e espécies de eucaliptos - Eucaliptus
grandis Hill, E. cloeziana (F. Muell), E. urophylla (S.T. Black), Corymbia citriodora (Hill
& Johnson) (Eucalyptus citriodora Hook) para programas de fitorremediagdo de &reas
contaminadas por arsénio. Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo em blocos
casualizados com trés repeticbes. Amostras de Latossolo Vermelho Amarelo foram
incubadas por 15 dias com diferentes doses de As 0,0; 50; 100 e 200 mg dm™ para as
espécies herbéaceas e arbustivas e de 0,0; 50; 100; 200 e 400 mg dm™ para as espécies de
eucaliptos, as quais resultaram em teores recuperados (Mehlich 3) de 0,0; 12,9; 26,8; 58,7
e 128,8 mg dm>, respectivamente. Como fonte de As foi utilizado o arsenato de sédio
(Na;HAsO4+7H,0). Apbs o periodo de incubacdo, realizou-se a semeadura das espécies
herbaceas e arbustivas, sendo que para as espécies de eucaliptos realizou-se o transplantio
de mudas com aproximadamente dois meses de idade, e ap6s a germinacao e transplantio,
realizou-se as adubagdes com macro e micronutrientes. Aos 65 (herbéaceas) e 90
(arbustivas e eucaliptos) dias ap6s a semeadura e/ou transplantio as plantas foram avaliadas

quanto & altura, didmetro, matéria seca de raizes e parte aérea. As plantas foram separadas



em folhas jovens, intermediarias e basais, caule, ramos, peciolo e raizes, de acordo com as
especies. Determinaram-se 0s teores de arsénio nas diferentes partes das plantas, bem
como, o conteldo e indice de translocacdo de As para cada espécie. Por meio de analises
de regressdo foram estimados os teores criticos (TC) de As disponiveis no solo que
proporcionaram reducdo de 50 % da matéria seca produzida em relacdo as plantas
testemunhas. As espécies avaliadas mostraram comportamento diferenciado quanto a
tolerancia ao As. As plantas de mucuna preta, sesbania, leucena, azevém e E. grandis ndo
manifestaram sintomas morfoldgicos visuais de toxicidade e apresentaram valores de TC
no solo significativamente superiores aos observados para as demais espécies no periodo
de tempo estudado. Os elevados conteudos de arsénio nas raizes dessas espécies sugerem a
atuacdo de mecanismo diferenciado de acumulacdo e translocacdo do metaldide aos tecidos
da parte aérea. As espécies feijdo guandu, feijdo de porco, aveia forrageira e E. cloeziana
apresentaram-se sensiveis exibindo lesdes em suas folhas basais na maior dose de arsénio
testada, mostrando potencial para serem utilizadas como plantas bioindicadores de efeitos
em solos contaminados por arsénio. Por outro lado, as espécies mucuna preta, azevem,
amendoim, estilosante e E. urophylla apresentam alta tolerdncia com potencial para
fitoestabilizacdo. Por Gltimo, as plantas de E. grandis, crotalaria e Corymbia citriodora
mostratam-se com potencial para serem utilizadas na fitoextracdo, no entanto, trabalhos
mais conclusivos sdo necessarios em condicdes de campo para verificar a potencialidade

dessas espécies por maior periodo de exposicao.



ABSTRACT

MELO, Roseli Freire de, D.S., Universidade Federal de Vigosa, September de
2006. Potential of vegetal species for phytoremediation of soil one
contaminate by arsenic. Adviser: Luiz Eduardo Dias. Co-advisers: Juraci
Alves de Oliveira and Jaime Wilson V. Mello.

Arsenic is found in the nature associated with ores from silver, gold, antimonium,
cobalt and nickel. Intoxication and death in thousands persons caused by arsenic were
related in different countries of the word. In Brazil there is high concentrations areas of this
metalloid at Quadrilatero Ferrifero of Minas Gerais State, at delta of Amazonas river and
Santana in Amapéa State, among others. Considering the impact that arsenic may cause on
the environment it is very important to set techniques to remediate arsenic high content
areas. This work had the aim to evaluate the potential of different species of legumes
herbaceous - velvetbean (Stizolobium aterrimum Piper & Tracy), jack bean (Canavalia
ensiformis (L.)) and crotalaria (Crotalaria spectabilis Roth.), of foragers herbaceous -
townsville stylo (Stylosanthes humilis), forage peanuts (Arachis pintoi), oat (Avena
strigosa Schreb), and ryegrass (Lolium multiflorum Lam.), of legumes shrubs - jack bean
(Cajanus cajan L.), seshania (Sesbania virgata Cav.), leucena (Leucaena leucocephala
Lam. (De Witt)), and eucalyptus species - Eucaliptus grandis Hill, E. cloeziana (F.
Muell), E. urophylla (S.T. Black), Corymbia citriodora (Hill & Johnson) (Eucalyptus
citriodora Hook) to phytoremediation programs of arsenic contaminated areas. Samples of
Red-Yellow Latossol were incubated with different doses of As: 0; 50; 100 and 200
mg dm™ to herbaceous and shrubs species and 0,0; 50; 100; 200 e 400 mg dm™ to
eucalyptus species. These doses resulted in 0,0; 12,9; 26,8; 58,7 e 128,8 mg dm™ of
available arsenic by Mehlich-3, respectively. Sodium arsenate (Na;HAsO4+7H,0) was the
As source used for all experiments. After the incubation time herbaceous and shrubs
species were seeded and to eucalyptus species the seedlings transplantated two months of
seedling. The macro and micronutrients fertilizations were done after the seeded or
transplantation. After sixty five days to herbaceous and 90 days to shrubs and eucalyptus
species of seeding and transplantation, plants were evaluated to height, diameter and root
and shoot biomass. Arsenic content in young, intermediated, and old leaves, steam and
roots, and As-translocation index were determined. By regression analysis we estimated
the values of soil critical available arsenic (TC) that reduced 50% of biomass production.
Species showed different behavior to arsenic tolerance: velvetbean, sesbania, leucena,

ryegrass and E. grandis did not show As-toxic morphologic symptoms, as injuries in

Xi



leaves, and showed higher soil TC values than others species. High As content in roots
from these species suggests the action of different mechanisms of accumulation and
translocation of As in the shoot tissues. Jack bean, jack bean, oat forager and E. cloeziana
showed injuries in bottom leaves when exposed to the higher dose of As, showing potential
as bioindicators plants of arsenic-contaminated soils. On the other hand, species as
velvetbean, ryegrass, forage peanuts, townsville stylo and E. urophylla showed high As-
tolerance with potential to arsenic-phytostabilization plants. E. grandis, crotalaria e
Corymbia citriodora showed potential to be used as As-phytoextraction plants.
Nevertheless, more conclusive works, in field conditions and more exposition time, to set

the potential of these species must be done.
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1.0. INTRODUCAO GERAL

O arsénio esta presente naturalmente em solos e rochas, onde, normalmente, ocorre
em baixas concentragdes, ndo representando, em condicdes naturais, risco para 0s seres
humanos e vida selvagem. No entanto, concentragdes elevadas de As no solo, sdo
resultantes de agdes antropogénicas, por meio do uso de pesticidas (herbicidas e
fungicidas), fertilizantes, atividade de mineracdo de ouro, chumbo, cobre e niquel,
producdo de ferro e aco, combustdo de carvao (Smith et al., 1998; Baird, 2002), irrigagao
com agua contaminada (Roychowdhury et al., 2002), imunizante de madeiras e biossélidos
(O’Neill 1990).

A legislagdo ambiental vigente exige que areas degradadas por atividades
antropicas sejam recuperadas. A recuperacdo de areas degradadas e contaminadas por
metais pesados, visa minimizar ou evitar a dispersdo dos contaminantes para outros nichos
ecoldgicos e a contaminacdo da populacdo humana, bem como, restaurar a funcionalidade
e a diversidade dos ecossistemas impactados ou degradados. Entre os metais pesados, sao
incluidos outros elementos toxicos que, a rigor deveriam ser classificados como
metaldides, como € o caso do As, e até ndo metais, como € o caso do selénio.

Na recuperagdo de areas degradadas, a revegetagdo apresenta vantagens, devido a
sua natureza permanente, combinada aos baixos custos de manutengdo, prote¢do contra
erosdo eodlica e hidrica, melhoria da estrutura do solo, aumento da fertilidade do solo e
recuperacao estética da area (Accioly & Siqueira, 2000).

A exposi¢do de espécies vegetais ao As pode promover significativa reducdo na
produ¢do de matéria seca sem, contudo, para algumas espécies, apresentar outros sintomas
visuais de toxicidade, como lesdes foliares. Isso pode ser visto como resultado da
estratégia desenvolvida pelas plantas para tolerar o As, em que o transporte do As para a
parte aérea ¢ limitado, concentrando-se mais no sistema radicular (Carbonell-Barrachina et
al., 1997).

A tolerancia ao arsenato € conferida, em algumas espécies vegetais, pela capacidade
de diminuir sua absorcao executando modificacdes no sistema de absor¢cdo de fosfato,
reduzindo, em conseqiiéncia, o influxo de arsenato (Meharg & Macnair, 1992, Meharg &
Hartley-Whitaker, 2002). Além da redugdo na absor¢do, plantas tolerantes ao arsenato
podem ainda acumular altos niveis de As, sugerindo que mecanismos de destoxificagdao

constitutivos possam ser requeridos. Por outro lado, a presenca do arsenito no interior das



células induz fortemente a sintese de fitoquelatina, que tem um papel importante na
destoxificacao das plantas.

A taxa de absor¢do de metais toxicos no solo pelas raizes de plantas terrestres €
tipicamente baixa, entretanto, algumas espécies apresentam capacidade de hiperacumular
alguns elementos toxicos. A tolerancia a metais pesados € ao As tem sido relacionada com a
capacidade dos organismos em sintetizar peptideos de baixo peso molecular, ricos em
enxofre, que participariam na complexagdo desses metais (Schmoger et al., 2000, Hartley-
Whitaker, 2001). Normalmente o As ¢ acumulado como complexo As(III)-tris-tiol, sendo
que os doadores de tiois para o complexo sdo, provavelmente, a glutationa ou fitoquelatina.

Substratos degradados contendo elevadas concentragdes de metais pesados e
metaldides representam grandes fontes de contaminagdo ambiental. Dentre diferentes
processos de mitigacdo deste tipo de impacto, a fitorremediagdo mostra-se como
alternativa viavel. No entanto, em se tratando de substratos contaminados por arsénio, a
literatura apresenta um grupo muito reduzido de espécies com potencial fitorremediador.

A fitorremediacdo ¢ a estratégia in situ que envolve o emprego de plantas e de
microrganismos a elas associados com o fim de degradar, controlar ou reduzir os
contaminantes do solo e agua (Accyoly & Siqueira, 2000). A fitorremediagdo envolve
diversos métodos, entre eles estdo a fitoestabilizacao e a fitoextracdo. Fitoestabilizagdo ¢ o
emprego de plantas a fim imobilizar os contaminantes no solo, impedindo a migragao
destes para outras dreas. A fitoextragdo ¢ o uso das plantas, preferivelmente
hiperacumuladoras, que acumulam os contaminantes principalmente na parte aérea.
Subseqiientemente, as plantas sdo colhidas, transportadas e dispostas fora do local
(Schnoor, 2002).

A principal limitacdo da fitorremediacdo refere-se ao desconhecimento de um
nimero significativo de espécies herbaceas, arbustivas e arbéreas com potencial de

atuarem como fitorremediadoras de areas contaminadas por arsénio.



2.0. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O ARSENIO

O arsénio, ou simplesmente As, ¢ um elemento classificado no grupo V da Tabela
Periddica, juntamente com nitrogénio, fosforo, antimoénio e bismuto. E classificado como
metaldide ou semi-metal, porque em muitas situacdes comporta-se como um nao-metal. A
oxidacdo do As elementar (0) pode resultar em arsenato (+5), arsenito (+3) e arsina (-3)
(Simon et al., 1999). A forma elementar do arsénio ndo ocorre naturalmente no ambiente e
nao ¢ soluvel em agua (WHO, 2001).

As formas inorganicas do arsénio sdo mais toxicas do que suas formas orgéanicas ou
metiladas como 0 MMA - 4cido monometilarsénico e DMA - 4cido dimetilarsénico, por
exemplo. Em solugdo, os estados de oxidagdo mais comuns sdo As (III) e As (V), que
ocorrem como 4cido arsenioso (H,AsOs; HAsO4Y) respectivamente, estas podem ser
convertidas para formas organicas pela acdo dos microrganismos (O’Neil, 1995).

O arsénio ¢ um metaldide amplamente distribuido na crosta terrestre e esta presente
em mais de duzentos minerais. E um elemento que possui grande afinidade por sulfetos
(Alloway, 1990) e eles aparecem juntamente com cobre, niquel, chumbo, cobalto e outros
metais (Mandal & Suzuki, 2002). Os principais minerais de As sdo arsenopirita (FeAsS),
realgar (AsS) e ouropigmento (As>S3), sendo o mais comum desses a arsenopirita (WHO,
2001; Mandal & Suzuki, 2002).

Os sulfetos sdo instaveis quando expostos ao ar atmosférico. A oxidacdo destes
minerais produz drenagem d4cida com liberacdo de metais pesados e outros elementos
toxicos. Neste sentido, merece destaque a arsenopirita (As,Ss), cujo resultado do processo
de oxidagdo tem causado sérios problemas a saude humana e animal na India, ao Sul de
Bangladesh (USEPA, 2002; Matschullat et al., 2000). Isto também pode ocorrer em outros
paises, inclusive no Brasil.

O As, é considerado o 52° elemento mais abundante na crosta terrestre, com uma
concentracio média de 2,0 mg kg (Adriano, 1986). Aproximadamente, 4,01 x 10° kg de
As esta, atualmente, na crosta de terra (Matschullat, 2000). Em média, os xistos, granitos e
os arenitos tém 13; 3 e 1 mg kg™ de As, respectivamente (Onishi, 1969). A concentragio de
As pode variar entre os diversos tipos de rochas tais como rochas igneas (1 a 15 mg kg™),
sedimentares (1 a 900 mg kg™), calcarias (1 a 20 mg kg™) e fosfatadas (1 a 200 mg kg™),

conforme O' Neill (1990). Em solos contaminados pela agricultura nos Estados Unidos, os
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teores de As total variam de 1,8 a 830 mg kg e em solos ndo contaminados, de 0,5 a 12
mg kg™ (Bishop & Chisholm, 1962).

Em 4aguas naturais, os compostos de As encontram-se normalmente variando de 0,1
a 2,0 pg L'" podendo atingir valores de até 150 pg L', dependendo do contexto
geoquimico e da atividade antropogénica (Barra & Santos, 2001). A atmosfera contém 0,8
x 10° kg (Walsh et al., 1979) a 1,74 x 10° kg de As total (Chilvers & Peterson, 1987).
Aproximadamente 85 % deste As encontra-se localizado no hemisfério norte, devido ao
nimero mais elevado de paises industrializados e de solos mais desenvolvidos
(Matschullat, 2000).

Pesquisa realizada por Marques (2000) evidenciou teores de As de até 38 mg kg™
em latossolos sob vegetacdo de cerrado. Valores similares foram obtidos por Oliveira et al.
(2002) ao estudarem 45 amostras de solo sob vegetacdao de cerrado no Brasil. O As tende-
se a concentrar nos horinzontes superficiais, em virtude da deposicdo atmosférica e
reciclagem da vegetacdo (Alloway, 1990). Esta concentracao também pode ser atribuida a
presenca de 6xidos e da matéria organica na camada superficial dos solos. A adsorcdo de
As em substancias organicas no solo depende do pH do solo, com o maximo de sor¢do em
pH 5,5 (Thanabalasingam & Pickering, 1986). O pH tem influéncia na especiagdo e
lixiviagdo do As no solo, sendo que a maxima adsor¢do para arsenito se da,
aproximadamente, em pH 7,0. Para o arsenato, entretanto, a adsor¢do méxima ocorre em
pH 4,0 (Pierce & Moore, 1982).

O potencial toxico e a disponibilidade do As no ambiente dependem de varios
fatores incluindo o potencial redox, o pH e a presenca de ligantes que competem pelos
sitios de adsorcdo na superficie mineral (Waltham & Eick, 2002). A reagdo do As nos
solos ¢ muito dependente do seu estado de oxidagao, sendo os 6xidos e hidroxidos de ferro
e aluminio os compostos mais ativos na retengdo de As. A forte associagdo do As com
minerais de ferro, principalmente goethita, nos solos foi descrita por varios autores, em
diferentes contextos (Kabata-Pendias et al., 1985; Dumaresq, 1993, Lin & Wu, 2001).

A textura do solo ¢ outro fator que afeta a disponibilidade de As (Adriano, 2001).
Solos argilosos e siltosos tém maior superficie adsortiva do que solos arenosos,
conseqiientemente, os primeiros retém quantidades mais elevadas de elementos-traco
comparados aos solos arenosos (Chen et al., 1999; Berti & Jacobs, 1996).

O As (III) ¢ mais movel, mais téxico e mais soluvel que o As (V). A maior
mobilidade do As (III) pode ser explicada pela natureza de sua interacdo com a superficie

coloidal do solo, onde realiza complexacao superficial, enquanto que As (V) faz troca de
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ligante (Ladeira & Ciminelli, 2000). Em solos acidos € em solos redutores sdo mais

comuns os oxidnions de arsenato e os sulfetos de As, respectivamente.

2.1.1. Fontes de contaminacao por arsénio

A concentracdo de As nos solos da crosta terrestre varia geralmente de 0,2 a 41 mg
kg' (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Entretanto, na superficie de solos agricolas
expostos aos pesticidas a base de As podem ser encontradas concentracdes tdo elevadas
quanto 600 mg kg™ (Adriano, 1986), e os teores de As do solo podem variar de 400 a
900 mg kg’ nas areas de depositos minerais (NRCC, 1978).

O As atmosférico pode ser proveniente de emissdes naturais (vulcdes) ou
antropogénicas. Aproximadamente 60 % das emissdes de As por fontes antropogénica
resultam da combustdo de carvao ¢ fundicdo do cobre. O uso de imunizante de madeira,
herbicidas, a produgdo de aco, a ligagdo e fundicdo do zinco e a incineragdo contribuem
para os 40 % restantes (Matschullat, 2000). A maior parte do As metalico emitido para
atmosfera encontra-se como material particulado, onde permanece em suspensao por sete a
10 dias.

Os combustiveis fosseis contém naturalmente As. Os 6leos combustiveis contém
em média de 0,015 mg kg'1 (O' Neill, 1990). Entretanto, a concentragao de As no carvao
pode variar de 15 a 150 mg kg (Cullen & Reimer, 1989). Sendo assim, a queima de
combustiveis fosseis também contribui para o aumento da contaminagao do solo por As.

Os compostos arseniacais foram usados nos pesticidas por mais de 100 anos.
Entretanto, desde a década de 70 seu uso foi proibido (O' Neill, 1990). O As ¢ um
inseticida eficaz no tratamento de madeira e como desfolhante de algodao. O uso médio
mundial de As foi estimado em 8000 t ano™ para herbicidas, em 12000 t ano” para
desfolhante do algoddo e em 16000 t ano™' como imunizante de madeira (Chilvers e
Peterson, 1987). Segundo Kabata-Pendias & Pendiais (2001), o As também ¢ encontrado
em alguns produtos utilizados na agricultura sua concentragdo ¢ de 2 a 26 mg kg™ para
lodo de esgoto, 2 a 1200 mg kg™ para os fertilizantes fosfatados, 0,1 a 21 mg kg™ para os
calcérios, 2 a 120 mg kg™ nos fertilizantes nitrogenados e de 3 a 150 mg kg™’ nos estercos.

O uso intensivo de arsenato de cobre cromado (ACC) tem sido preocupacdo
recente. O ACC ¢ um pesticida que ajuda a reduzir a deterioracdo por insetos e
microorganismos dos produtos de madeira. O As e o cobre agem como inseticida e

fungicida, respectivamente. O cromo fixa o As ¢ o Cu a celulose da madeira e a outros
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componentes (Dawson et al., 1991). Em janeiro 2004, o uso do ACC no tratamento
doméstico de madeira foi interrompido voluntariamente (USEPA, 2002).

O tratamento de madeira com o ACC, consome até¢ 250 litros da solugdo de ACC
em | m’ de madeira. Isto resulta numa solu¢io de tratamento com concentra¢des de
arsénio, cromo e cobre variando de 1000-5000 mg kg™ (Aceto & Fedele, 1994). Uma unica
peca com dimensdes de 3670 cm x 5,08 cm x 15,24 cm de madeira serrada tratada com
ACC contém aproximadamente 27 g de As. Quantidade suficiente para envenenar mais de
200 adultos. Em média, aproximadamente 20 g, das cinzas de madeira tratada com ACC
pode conter As suficiente para matar uma pessoa adulta. Sendo que para trioxido de
arsénio a dose letal esta entre 100 a 200 mg (Hindmarsh, & McCurdy 1986, Mathieu et al.,
1981).

O aumento na industrializagdo também tem conduzido ao aumento na quantidade
de As atual nos biossélidos. A deposicdo atmosférica, por sedimentos e pelos efluentes das
industrias aumentam freqiientemente a concentracdo do As nos biossolidos. Woolson
(1983) relata que concentragdes de As em biossélidos varia de 0 a 188 mg kg™ de peso
seco.

O As geralmente ¢ um subproduto da fundi¢do de zinco, cobre, ferro, ouro e
manganés (Benson et al., 1981). Um relatério do CMBEEP (1977) indicou que a fundigao
e refino de cobre, zinco e chumbo liberam 955, 591 e 364 toneladas métricas de As para
cada milhdo de tonelada métrica produzida, respectivamente. Um estudo numa &rea de
refinaria em Tacoma, Washington constatou uma deposicdo de 7 a 152 t ano” de As,
enquanto no Canada foi constatada deposi¢io de 19 a 2600 t ano™ de As (Woolson, 1983).

As pilhas de rejeitos de minas podem também causar a contaminacdo por As. O As
pode ser lixiviado destas pilhas e/ou o material mais fino pode ser disperso pelo vento.
Foram constatadas concentra¢des de As com mais de 4 g kg nas 4reas vizinhas de minas
antigas na Virginia. O grande impacto nessas areas ¢ principalmente devido a dificuldade
ou inabilidade das plantas em crescer nesses locais. A auséncia de vegeta¢do reduz a

estabilidade do solo, provocando erosao hidrica e eo6lica (O' Neill, 1990).



2.1.2. Toxicidade do arsénio

Assim como os nutrientes as plantas absorvem os metais pelos mesmos
mecanismos. Os metais e metaloides exercem um efeito toxico a&s planta, devido
principalmente, a interferéncia no transporte eletronico da respira¢ao e fotossintese € na
inativacdo de diversas enzimas vitais. Como conseqiiéncia do baixo nivel energético, ha
uma diminui¢do da absor¢@o dos nutrientes e no crescimento das plantas (Pompéia, 2000).

A poluigdo de 4guas e solos por metais pesados e metaldides ¢ um importante fator
que afeta tanto o ciclo geoquimico desses elementos, quanto a qualidade ambiental
(Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Porém, nos ultimos anos, especialmente na década de
90, a poluicdo do solo tem merecido especial atencdo, sendo mundialmente reconhecida
como um problema que pode representar sérios riscos a saude humana e a qualidade
ambiental.

Verdadeiras catéstrofes tornaram-se conhecidas no mundo, como as de Bangladesh,
Mongolia e Bengala Ocidental, a partir de exposi¢do prolongada ao As, por consumo de
agua contaminada. Apds algum tempo, nestes locais verificou-se que milhares de pessoas
apresentaram problemas sérios de saude pela contaminagao (Basu et al., 2001).

O limite de As em 4gua potavel atualmente nos Estados Unidos é 10 pg 1"'. Todos
os sistemas publicos de agua potavel devem apresentar este padrdao até o final de 2006
(USEPA, 2001). No Brasil a legislagdo ja se encontra regularizada pela portaria da
FUNASA 518 (2004) com o mesmo padrao dos EUA.

A concentrag¢dao de metais e metaldides nos sucessivos niveis da cadeia trofica afeta,
conseqlientemente, o homem, através dos alimentos e ingestdo de dguas contaminadas.
Bastos & Freitas, (2000), analisaram dados sobre a real disponibilidade dos recursos
hidricos e o reflexo de sua degradagdo na saude humana, concluiram que sao alarmantes as
estatisticas relacionadas aos efeitos da contaminagdo da dgua sobre a satide humana.

O homem tem pela frente problemas que dizem respeito diretamente a qualidade de
vida e, possivelmente, a sua sobrevivéncia como espécie, nesse planeta. Para se avaliar
bem os efeitos adversos dos agentes quimicos introduzidos no ambiente, ¢ imperativo obter
conhecimento basico dos seus efeitos sobre os seres vivos, também € necessario conhecer o
nimero de pessoas expostas € o grau de exposicao.

A disponibilidade, toxicidade e o comportamento quimico dos compostos de As sdo

influenciados pela sua forma e espécie. A longa exposi¢do ao As, assim como a sua



ingestdo via dgua potavel, causa disturbios na pele, no figado, gastrintestinais e no tecido
nervoso (Smith et al., 2002; Basu et al., 2001).

Com relacdo a toxicidade referente as varias espécies de As, os compostos
inorganicos sdo 100 vezes mais toxicos do que as formas metiladas MMA e DMA. O As
trivalente (arsenito) ¢ 60 vezes mais toxico do que a forma oxidada pentavalente
(arsenato), sendo que ambas as formas tém comprovadamente efeitos carcinogénicos
(Angerer & Schaller, 1991; Barra et al., 2000; Thirunavukkarasu et al., 2002).

Geralmente, o grau de toxicidade de diferentes formas de As, segue a seqiiéncia:
arsenito > arsenato > acido monometilarsenico > 4cido dimetilarsenico. Diferentemente de
outros metais toéxicos, a maioria dos compostos organicos de As sao menos toxicos que 0s
inorgénicos (Fowler, 1977).

Compostos de As encontram-se no ambiente muitas vezes em concentragdes toxico
para a maioria dos seres vivos. Em resposta, assim como as plantas, os microrganismos do
solo também evoluiram mecanismos de resisténcias para adaptarem-se a altas
concentragdes de As. Estes mecanismos podem ser através da reducdo do As(V) para As
(IIT), bem como reducdo da entrada do As na célula, por aumentar especificamente a
absorc¢do de fosforo. (Cervantes et al., 1994), ou reagdes da peroxidagdo com membranas
de lipideos (Abdrashitova et al., 1990).

Uma possivel explicagdo para o efeito toxico do As € a inibi¢do de varias enzimas
mitocondriais e desativacdo da fosforilagdo oxidativa, o que causa prejuizos na respiracao
celular. Grande parte da toxicidade do As resulta da sua capacidade de interagir com os
grupos sulfidrilicos das proteinas e enzimas, ¢ também da capacidade de substituir o P em
varias reagdes (Goyer, 1996; Zang et al., 2004).

Em plantas a toxicidade por As pode ser evidente sob diversas maneiras. Os
sintomas caracteristicos de toxicidade nas plantas sdo: murchamento das folhas,
crescimento lento das raizes e parte aérea, folhas com necrose, cor arroxeada e finalmente
morte da planta (Woolson et al., 1971; Adriano, 1986). Em geral, o As inibe o
metabolismo na maioria das plantas (Kabata-Pendias & Pendias, 2001). Mais
especificamente, o arsenato pode romper a fosforilagdo oxidativa ¢ a produgdo do ATP
(Meharg & MacNair, 1994, Oremland & Stolz, 2003). Sendo que o arsenito afeta a funcao
das enzimas e das proteinas ligados aos grupos sulfidrilicos (Oremland & Stoltz 2003).

Teores de As soluvel variando de 1 a 10 mg kg parecem ser fitotoxicos para

grandes culturas como feijao, alfafa e arroz (Bishop & Chisholm, 1962). Em estudo



recente, Ribeiro Jr. (2002) constatou que um teor de As disponivel (Mehlich-3) de 26,9 mg

3 . .
dm™ seria suficiente para causar a morte de plantas de sorgo.

2.1.3. Similaridade entre arsénio e fésforo no solo

O As e o fosforo (P) tém propriedades quimicas similares; conseqilientemente, tem
comportamentos semelhantes no solo. O P e o As podem competir pelos mesmos sitios de
adsor¢do do solo e absor¢do pela planta (Adriano, 1986). A fitotoxicidade do As pode
aumentar com baixos niveis de P no solo (Rumburg et at., 1960; Juska & Hanson, 1967).
Estudos indicam que o P adicionado ao solo pode aumentar a fitotoxicidade liberando mais
As para solugdo (Jacobs & Keeney, 1970).

O As ¢ adsorvido fracamente na matéria organica e a semelhanga do P, ¢ altamente
adsorvida a 6xidos, especialmente em valor de pH baixo (McBride, 1994). Assim como
ocorre com outros elementos trago, a fracdo de As disponivel nos solos para ser absorvida
pelas plantas, bem como, sua lixiviagdo, depende de suas interacdes quimicas com as fases
solidas do solo.

Enquanto, As e P ocupam o mesmo grupo da tabela periddica, o P ¢ classificado
como um ndo-metal. Porém o fosfato (PO4”) atua de forma benéfica para as plantas,
favorecendo o crescimento. O estado de oxidagdo mais comum do foésforo em ambientes
naturais ¢ o P (V). Raramente sdo encontrados outros estados de oxidagdo para o P (Baes
& Mesmer, 1976). Sendo que tanto a disponibilidade de P quanto a do As no solo depende
da solubilidade dos minerais tais como: fosfato de aluminio, fosfato de ferro e fosfato de
calcio (Elprince, 1986). Geralmente, a maxima disponibilidade de P ocorre em pH entre
6,5 - 7,5 (Dubbin, 2001).

No solo, as reacdes que controlam a disponibilidade de As (V) compreende
adsorcao/dessor¢ao e precipitagao/dissolugao (Smith et al., 1999). Tanto o arsenato quanto
o fosfato sdo adsor¢cao em oxidos de ferro e aluminio. O arsenato ¢ anion do acido forte
H3AsOy4, que possui valores de pKa 2,24, 6,94 ¢ 11,5, sendo adsorvido efetivamente em pH
baixo (McBride, 1994). Os anions AsO;’, AsO4’ , HAsO,> e HyAsO, sdo as formas
moveis mais comuns de As, sendo adsorvida em pH entre 7-9 (Kabata-Pendias & Pendias,

2001).



2.2. ARSENIO EM PLANTAS

2.2.1. Arsénio e fosforo na planta

O As, na forma de arsenato, ¢ facilmente absorvido pelas plantas devido a sua
similaridade com o fosfato, que ¢ um elemento essencial no metabolismo vegetal. Em
varias espécies de plantas identificou-se a absorcdo de arsenato pelos sistemas de
transporte de fosfato (Asher & Reay, 1979; Meharg & Macnair, 1992), sendo uma pequena
parcela exportada para a parte aérea, via xilema, como oxianions (anions que derivam dos
oxiacidos) de arsenato e arsenito (Pickering et al., 2000). Isto revela a importancia dos
estudos das relacdes existentes entre os mecanismos de absorcao deste elemento. Por outro
lado, foram identificadas alteracdes no sistema de transporte de P como mecanismos de
tolerancia ao As em plantas de gramineas Holcus lanatus, Deschampsia cespitos € Agrostis
capillaris (Meharg & MacNair, 1992, 1994a).

Por causa da similaridade quimica entre arsenato e fosfato, o arsenato tem a
habilidade de substituir o fosfato em muitos processos bioquimicos. Por exemplo, o
arsenato pode romper a fosforilagdo oxidativa da mitocondria e assim reduzir a produgdo
de nucleotideos e do trifosfato de adenosina (ATP), que ¢ fonte principal de energia das
células. Este processo ¢ conhecido como o arsendlisis, ou processo hidrolitico onde ocorre
a substituicdo do fosfato por arsenato (Meharg & MacNair, 1994; Oremland & Stolz,
2003). O arsenato tem também a habilidade de substituir o fosfato no DNA,
comprometendo os processos em que o nucleotideo se envolve (Fowler, 1977).

A adicdo de fosfato em solos contaminados tem sido realizado para reduzir a
disponibilidade de As do solo por troca competitiva de ions (Peryea, 1991). No entanto, os
efeitos da aplicagdo desta sob o crescimento de plantas sdo contraditorios. Peryea (1998)
estudando o efeito do As em plantas de macieira, relata que o uso de fertilizantes fosfatado
aumentou a disponibilidade de As para as plantas, mesmo ndo havendo efeito significativo
no desenvolvimento das plantas.

Embora a disponibilidade dos compostos de As aumente com a aplicacdo de P, com
a finalidade de fitorremediagao em solos oxidicos, este € um paradoxo ambiental em que
ha um beneficio na remocao do contaminante do solo, e por outro lado, aumenta os riscos
deste ser lixiviado para o lencgol fredtico. Em estudos com solos contaminados, Peryea &
Kammereck (1997) constataram que o uso de fertilizantes fosfatados aumentou a lixiviagao

de As para as camadas do subsolo ndao contaminadas. Quanto ao aumento da
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disponibilidade de As na presenca de plantas hiperacumuladoras, espera-se que as plantas
absorvam mais em resposta da disponibilidade de As ter sido aumentada, e assim,
minimizar os riscos do As ser lixiviado para as camadas subsuperficiais.

Em estudo com Pteris vittata foi observado redugdo na lixiviagdo do As,
provavelmente pela maior absor¢cdo do As pelas plantas. O uso de fertilizantes fosfatado
em solos contaminados pode reduzir fortemente a lixiviacdo do As pelo aumento da
absorcdo pelas plantas (Wang et al., 2002). A adi¢do de fosfato neste estudo resultou em
aumentou significativamente (265 %) na absor¢cdo de As pelas plantas (Pteris vittata).
Estudo tem mostrado que a aplicagdo de fertilizantes fosfatados em solo contaminados com
As tem resultado em um aumento na disponibilidade de aproximadamente 77 % do As

total (Peryea, 1998).

2.2.2. Mecanismos de desintoxicacdo de arsénio

O Enxofre (S) ¢ constituinte dos aminoacidos cistina, cisteina e metionina, os quais
constituem cerca de 90 % do total de S na planta. O ion sulfato ¢ a principal forma de S
absorvida pelas plantas (Salisbury & Ross, 1992). Depois de ser absorvido, o sulfato ¢
reduzido e incorporado em aminoacidos que sao redistribuidos para as partes da planta em
crescimento (Herschbach & Rennenberg, 2001). A absor¢do de sulfato pelas raizes ¢ um
processo ativo, dependente de energia (Cram, 1990), mediado por distintos transportadores
de sulfato, que estdo presentes em diferentes tipos de células (Herschbach & Rennenberg,
2001).

A cisteina ¢ o primeiro produto estdvel da reducdo do sulfato assimilado e atua
como precursora para a sintese de todos os outros compostos contendo enxofre reduzido,
(Marschner, 1995). A alta toxicidade do arsenito se deve a elevada afinidade do anion
AsO;” pelos grupos sulfidrilicos de aminoacidos como cisteina, ¢ assim inativa uma
diversidade de enzimas do metalolismo celular (Ferdorf et al., 1997).

A tolerancia a metais pesados e ao As tem sido relacionada com a capacidade dos
organismos em sintetizar peptideos de baixo peso molecular, ricos em enxofre, que
participariam na complexagao desses elementos (Schmoger et al., 2000). Normalmente o As
¢ estocado como complexo As(IIl)-tris-tiol, sendo que os doadores de tiois para o
complexo sdo, provavelmente, a glutationa ou fitoquelatinas. Estas sdo enzimaticamente
induzidos pela presenca de cations metalicos (Srivastava, et al., 2004), e anions como

arsenito e arsenato (Rauser, 1999). Espera-se que haja, portanto, estreita relacdo entre
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absorc¢ao, reducgdo e incorporagdo de enxofre e tolerancia das plantas ao As, assumindo que
os compostos tiolados, principalmente as fitoquelatinas, sejam importantes componentes
do complexo mecanismo de tolerancia das plantas a este metaloide.

Os mecanismos de tolerancia existentes nas plantas devem manter as fungdes
celulares mesmo na presenca de altas concentragdes de metais. Estes mecanismos incluem
a compartimentalizagdo dos metais em estruturas sub-celulares; exclusdo e/ou diminui¢ao
do transporte através da membrana; e a formagdo de peptideos quelantes, ricos em
cisteinas, como as fitoquelatinas e metalotioneinas, que auxiliam direta ou indiretamente,
na acumulagdo de metais pelas plantas (Cobbet & Goldsbrough, 2002).

Segundo Hartley-Whitaker et al., (2001) o complexo arsénico-fitoquelatinas sdao
transportados para dentro do vactolo, onde poderiam permanecer estaveis e prevenir re-
oxidacdo do arsenito devido o pH 4cido do vacuolo, permitindo alta acumulacdo de As
complexado. Zang et al., (2004) estudando os mecanismos de tolerancia em Pteris vittata
observaram que as fitoquelatinas podem representar um papel constitutivo de
desintoxicac¢do, mas parece ndo ser o principal mecanismo de hipertolerancia ao As. Um
mecanismo independente da fitoquelatina ¢ envolvido no seqiiestro de As no vactiolo, o
qual determina a tolerancia diferencial e acumulagdo entre plantas hiperacumuladoras e
ndo hiperacumuladoras. A relacdo precisa entre os processos constitutivos de

desintoxicacdo em hipertolerantes e hiperacumuladoras necessita ser mais bem estudada.

2.2.3. Espécies acumuladoras e hiperacumuladoras de arsénio

A absorcdo de elementos metdlicos pelas células, particularmente pelas raizes, ¢
facilitada por mecanismos proprios de transporte e acumulagdo, pois varios elementos-
traco sdo realmente necessarios as plantas como micronutrientes.

Estudos realizados em regides temperadas com espécies de plantas tolerantes a
metais pesados, como Agrostis tenuis, Agrostis stolonifera, Festuca rubra e Brassica sp.,
mostraram o sucesso do estabelecimento da vegetacdo herbacea nessas areas (Ebbs &
Kochian, 1998; Salt et al., 1998). Plantas tolerantes ¢ que acumulam grandes quantidades
de metais em seus tecidos sdao designadas hiperacumuladoras (Baker, 1987), Estas
conseguem acumular concentragdes superiores a 1000 mg kg de As na matéria seca,
como ocorre com Pteris vittata e Pityrogramma calomelanos cujas concentragdes de As
atingem, respectivamente, 23000 e¢ 8350 mg kg'l (Ma et al., 2001; Francesconi et al.,

2002).
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Idealmente, as hiperacumuladoras devem apresentar elevada taxa de acumulagao,
ter rapido crescimento, e ter uma producdo elevada de matéria seca (Wantanbe, 1997). A
concentragdo do contaminante ¢ geralmente muito elevada nestas plantas quando crescida
em solos contaminados.

Desde a identificagdo inicial da Pteris vittata como hiperacumuladora de As, outras
samambaias também foram identificadas como hiperacumuladoras. No entanto, nem todas
as samambaias sdo hiperacumuladoras de As (Visoottiviseth at al., 2002; Zhao at al.,
2002). A maioria das samambaias hiperacumuladora de As pertence ao género de Pteris.
Espécies como Pteris cretica, P. longifolia e P. umbrosa mostraram ser hiperacumuladora
tal como a P. vittata (Zhao et al., 2002). Embora nem todos os membros do género Pteris
sejam hiperacumuladora de As. Por exemplo, Meharg (2003) encontrou que as espécies
Pteris tremula e Pteris stramina nao sdo hiperacumuladora de As.

A unica espécie hiperacumuladora estudada que ndo pertence ao género Pteris foi a
Pityrogramma calomelanos (Francesconi et al.,, 2002). Plantas desta espécie podem
acumular de 2760 a 8350 mg kg de As na parte aérea, quando crescidas em solo contendo
135 a 510 mg kg de As solavel (método de arsénio soluvel em agua 2:20). Alguns
estudos com Pteris vittata t€m mostrado que o As ¢ acumulado preferencialmente nas
folhas (Ma et al, 2001; Tu & Ma, 2002). Os resultados da andlise de especiacao indicam
que o As nas folhas est4 principalmente presente como ions de As (III). Embora ocorra a
absorcdo das diferentes espécies de As organica e inorganica por esta espécie As (III)

prevaleceu na matéria seca da parte aérea (Tu et al.,2002).

2.2.4. Critérios a ser considerados para a selecao de espécies fitorremediadoras

O conhecimento das caracteristicas ¢ o melhoramento das espécies florestais para
serem utilizadas na fitorremediagdo em condi¢cdes ambientais especificas ¢, sem duvida,
uma ferramenta importante para o maximo aproveitamento dessas espécies, visando obter
vantagens ambientais, sociais e econdmicas (Wendling, 1999).

E desejavel que as plantas com potencial para fitorremediagio possuam algumas
caracteristicas que devem ser consideradas como indicativos para selecao. Com base nas
analises apresentadas por diversos autores (Perkovich et al., 1996; Cunningham et al.,
1996; Accioly & Siqueira, 2000; Watanabe 1997, Vose et al., 2000), essas caracteristicas

devem ser:
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e Capacidade de absor¢ao, concentracdo e tolerancia ao contaminante.

e Retengdo dos contaminantes nas raizes, no caso da fitoestabilizagdo, como oposto a
transferéncia para a parte aérea, evitando sua manipulagdo e disposicao.

e Absorc¢ao, translocacdo e acumulagdo na parte aérea no caso da fitoextragdo.

e Sistema radicular profundo e denso.

e Alta taxa de acumulacdo mesmo em baixas concentragdes do contaminante.

e (apacidade concomitante de acumular diversos contaminantes.

e Alta taxa de crescimento e producdo de biomassa.

e (Capacidade transpiratoria elevada, especialmente em arvores e plantas perenes.

e Fécil colheita, quando for necesséria a remogao da planta, da 4rea contaminada.

e FElevada taxa de exsudacao radicular.

e Resisténcia a pragas e doencas.

e Facil aquisi¢dao ou multiplicagdo de propagulos.

e Facil controle ou erradicacgao.

e Capacidade de se desenvolver bem em ambientes diversos.

e Ocorréncia natural em dreas poluidas (importante na identificagdo, porém ndo ¢
pré-requisito).

Naturalmente, ¢ dificil reunir todas essas caracteristicas numa s6 planta; porém, as
espécies selecionadas devem reunir o maior nimero possivel delas. Outro aspecto a ser
observado ¢ que, embora a maioria dos testes avalie plantas isoladas, varias espécies
podem ser usadas em um mesmo local, ou a0 mesmo tempo ou subseqiientemente, para
remover mais de um contaminante (Miller, 1996). A descoberta de plantas com capacidade
de acumular grandes quantidades de metais (hiperacumuladoras) resultou em avangos no
uso de plantas na remediacao de solos contaminados (Baker, 1987).

As plantas utilizadas, tanto para fins de fitorremediagdo como para revegetacao,
necessitam de manejo adequado da area apos a implantacdo para assegurar a sobrevivéncia
e o crescimento da vegetacdo e melhorar a estética do local. Alguns trabalhos que
envolvem a recuperacao de areas degradadas relatam que o uso do topsoil (solo superficial)
¢ o primeiro passo para a revegetacdo (Dias et al, 1998). No entanto, existem situagdes
onde essa pratica ndo ¢ possivel devido as caracteristicas do solo local ou em fungdo dos

custos da retirada, estocagem e retorno do solo.
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3.0. JUSTIFICATIVA

Em areas degradadas pela explotacdo de minérios com elevadas concentragdes de
As faz-se necessario sua recuperacdo. No entanto, existem limitagdes no uso de espécies
vegetais espontaneas, sendo necessaria a selegdo de espécies que tolerem altos teores de As
do ambiente.

Grande parte das espécies espontaneas que se estabelecem em areas mineradas
possui baixa producdo de biomassa tornando seu uso limitado para programas de
fitorremediacdo. No entanto, a selecdo de espécies herbaceas, arboreas e arbustivas de
rapido crescimento e elevada producdo de biomassa, constitui uma op¢ao promissora para
programas de fitorremediacao de sitios contaminados por arsénio. Estudos como esses sdo
escassos em condi¢des tropicais, justificando a realizacdo de pesquisas que possam
identificar espécies tolerantes com potencial para fitoestabilizacdo, fitoextracdo e

bioindicacdo de areas contaminadas por As.

4.0. OBJETIVO GERAL

Avaliar a tolerancia de diferentes espécies, herbaceas, arboreas e arbustivas ao As,
bem como o potencial destas para serem utilizadas na fitorremediacdo de areas

contaminadas por arsénio.
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CAPITULO 1

POTENCIAL DE LEGUMINOSAS HERBACEAS COMO A
FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO

RESUMO

O arsénio ¢ um metaldide que pode ser encontrado em solos ndo contaminados em
concentragdes inferiores a 10 mg kg™, sendo que em areas contaminadas, sua concentragio
pode chegar a valores trés mil vezes superiores a este. A fitorremediagdo tem sido
considerada como uma técnica emergente ¢ de baixo custo para a “limpeza” de areas
contaminadas por elementos toxicos. No entanto, poucas espécies t€m sido relatadas como
capazes de acumular arsénio. O presente estudo objetivou avaliar a potencialidade de
mucuna preta, feijdo de porco e crotaldria, como espécies fitorremediadoras de solos
contaminados com arsénio. Amostras de Latossolo Vermelho Amarelo foram incubadas
com diferentes doses de arsenato 0; 50; 100 e 200 mg dm'3, as quais resultaram numa
recuperagdo de 0,0; 12,9; 26,8 e 58,7 mg dm> de As disponivel, aos 15 dias de incubacio.
Ap6s o periodo de incubacao, realizou-se a semeadura e apds a germinagdo, procedeu-se a
adubagao do solo. Aos 65 dias apds a semeadura as plantas foram avaliadas quanto a
altura, diametro e matéria seca da parte aérea e de raizes. Determinaram-se os teores de
arsénio nas diferentes partes das plantas, folhas jovens, folhas intermedidrias, folhas basais,
caule, e raizes, bem como, o conteudo e indice de translocacdo (IT) de As. Por meio de
analises de regressdo foram estimados os teores criticos (TC) de As disponivel no solo que
proporcionaram redu¢do de 50 % na producdo da matéria seca das plantas. As espécies
avaliadas mostraram comportamento diferenciado quanto a tolerancia ao As, com destaque
para mucuna preta que ndo manifestou sintomas morfologicos visuais de toxidez, como
lesdes nas folhas, e apresentou valores de TC significativamente superiores aos observados
para as demais espécies. As plantas de crotalaria apresentaram maior capacidade de
absorcdo e translocagdo de arsénio para a parte aérea, mostrando maior potencial para
programas de fitorremediacdo. Os elevados conteidos de arsénio nas raizes de feijado de
porco e mucuna preta, e na parte aérea nas plantas de crotalaria sugerem a atuacdo de
mecanismo diferenciado de acumulacdo e translocagdo do metaldide nos tecidos da parte

aérea das espécies herbaceas.

Palavras chave: Fitorremediacdo, Arsenato, Canavalia ensiformes, Stilozobium aterrinum,
Crotalaria spectabilis
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ABSTRACT

Arsenic is a metalloid found in non-contaminated soils at concentration bellow 10 mg kg™
and in contaminated soils, its concentrations can reach values above three thousand times
that concentration. Phytoremediation is considered as an emergent and low cost technique
to “clean” contaminated areas by toxic elements. Meanwhile, few species have been
related with capacity to accumulate arsenic. This study aimed to evaluate the velvetbean
(Stizolobium aterrimum Piper & Tracy), jack bean (Canavalia ensiformis (L.)) and
crotalaria (Crotalaria spectabilis Roth.) potential to phytoremediation of arsenic-
contaminated soils. Samples of Red Yellowish Latossol were incubated with different
doses of sodium arsenate (0; 50; 100 and 200 mg dm™). After the incubation time the
species were seeded, and after germination the soil were fertilized. Sixty five days after
seeding, plants were evaluated to height, diameter and root and shoot biomass. Arsenic
content in young, intermediated, and old leaves, steam and roots, and As-translocation
index (IT) were determined. By regression analysis we estimated the values of soil critical
available arsenic (TC) that reduced 50% of biomass production. The species showed
different behavior in relation to As-tolerance, with emphasis to velvetbean that did not
show As-toxic morphologic symptoms, as injuries in leves, and showed high values of TC.
Crotalaria plants presented more absorption and shoot translocation of arsenic, showing
more potential to phytoremediation programs. The high As-contents in the roots of jack
bean and velvetbean and shoot of crotalaria suggests the being of different accumulation

and translocation mechanisms to shoots tissues.

Key words: phytoremediation, arsenate, Canavalia ensiformis, Stilozobium
aterrinum,Crotalaria spectabilis

INTRODUCAO

O aumento de atividades industriais e de mineracdo tem alterado o ciclo
geoquimico e a libera¢do de arsénio na biosfera. Estudos em locais préximos a complexos
industriais e de refino de minério indicam concentragdes elevadas de As no solo, as quais
podem afetar a produtividade, biodiversidade e sustentabilidade dos ecossistemas,
induzindo danos muitas vezes irreversiveis do equilibrio bioldgico. O arsénio é um
elemento toxico encontrado em varios minérios e rejeitos, processados na indistria
mineral, especialmente na extracdo de ouro. Alteragdes de ordem fisicoquimicas em areas

de mineragdo podem desestabilizar o As contido nos minérios, permitindo seu transporte
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para os diferentes compartimentos ambientais, 0 que se constitui num risco potencial a
saude humana (Veado et al., 2000).

Em Minas Gerais, especificamente no Quadrilatero Ferrifero, elevados teores de
As em corpos d’agua receptores de drenagem acida de rejeitos minerais foram relatados
por Matschullat et al. (2000).

No Brasil, a legislacio ambiental exige que areas degradadas devam ser
recuperadas, mas apesar da exigéncia legal, a recuperacdo de substratos remanescentes de
mineragdo pode ser uma tarefa dificil. A presenca de arsénio e metais em concentragdes
que comprometem o estabelecimento de plantas e colocam em risco corpos d’agua mostra-
se como um sério complicador do processo de recuperagao ambiental. Existe crescente
interesse em técnicas biologicas para a despolui¢do de solos e 4dguas contaminadas
(Accioly & Siqueira, 2000), particularmente naquelas que usam espécies vegetais (Shimp
et al., 1993), num processo que recebe o nome de fitorremediagao.

Estudos basicos sobre a fitotoxicidade e tolerancia de espécies vegetais aos
estresses impostos pelo excesso de metais e As sdo essenciais para o desenvolvimento da
tecnologia de fitorremediagdo de areas contaminadas. Conhecer os padrdes de absorcao,
translocagdo e acumulo de ions metélicos, os limites de tolerancia e os sintomas de
fitotoxidez das espécies com potencial para introducao em areas contaminadas, torna-se de
grande importancia académica e tecnologica (Huang & Cunningham, 1996). Nesse ambito,
tecnologias de aplicacdo “in situ” com uso de plantas na imobiliza¢do e/ou estabilizacao
possuem custo beneficio mais atraente do que outras técnicas de remediagao fisico-quimica
“ex situ” (Glass, 1997, Susarla et al., 2002).

Os processos de fitoestabilizagdo envolvem a imobiliza¢do no solo, humificacio e
lignificagdo nos tecidos vegetais. Na humificacdo, as enzimas de plantas e de
microorganismos ligam os contaminantes ao humus do solo, e na lignificagdo, ocorre a
imobilizacdo do contaminante em ligninas das paredes celulares (Accioly & Siqueira,
2000). Assim, a adi¢do de residuos vegetais promoveria a imobilizagdo do As no solo,
reduzindo a lixiviagdo deste para o lencol freatico (Aaron et al. 2002; Seidel & Klemm,
2005; Voigt et al.,1996).

Este trabalho teve como objetivos avaliar a producdo de matéria seca, teores,
acumulo e distribuicdo de arsénio em raizes, caule e folhas de plantas de feijao de porco
(Canavalia ensiformis (L.)), mucuna preta (Stilozobium aterrinum Piper & Tracy) e
crotalaria (Crotalaria spectabilis Roth.), bem como, o potencial dessas para uso em

programas de fitorremediacao de areas contaminadas com arsénio.
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MATERIAL E METODOS

Amostras subsuperficiais de um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) (Tabela 1)
coletada na regido de Jodo Pinheiro-MG, foram destorroadas, peneiradas (4 mm) e
incubadas por 15 dias com As nas concentragdes de 0; 50; 100 e 200 mg dm?, na forma de
Na,HAsO,4. Testes preliminares indicaram que as trés ultimas doses resultaram na
disponibilidade de 12,9; 26,8 ¢ 58,7 mg dm™ respectivamente, de As pelo extrator Mehlich
3.

Quanto ao uso do arsenato de s6dio como fonte de As, houve preocupacdo com a
entrada de sodio no sistema, que foi respectivamente de 15,40; 30,79; 61,59 mg dm’ para
as concentragdes 50; 100 e 200 mg dm™ de As. Testes preliminares foram realizados com
as doses equivalentes de Na para feijao de porco e crotalaria e nao foram detectados efeitos
de toxicidade. A condutividade elétrica foi determinada, apds 15 dias de incubagdo do solo
com as doses de arsenato de sodio, utilizando-se uma propor¢do solo-dgua de 1:1 (50 g de
solo e 50 mL de agua deionizada). Apdés homogeneizacdo e permanéncia de 24 h em
repouso, a suspensdo foi centrifugada por 20 min e lida em condutivimetro (Camargo et
al., 1986).

A condutividade elétrica do solo variou de 116 a 314 pS cm™. Apesar do aumento
da CE com o aumento das doses de arsenato de sddio no solo, ndo foi observado problemas
de salinizagdo, por apresentarem abaixo dos limites prejudiciais. Segundo Pizarro (1990),

este solo ¢ classificado como solo ndo salino, em virtude de apresentar CE <2000 uS cm™.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas ¢ fisicas da amostra de LVA utilizada no experimento

pH H,0 As- PV K' Ca™ Mg* AP H+AL” M.O
P-rem rem
L.mgL' mgdm™..... . emoledm™. ..., dag
kg
52 26,29 27,82 1,1 25 0,00 0,00 1,32 4,5 2,01
Areia Areia fina” Silte”  Argila® Dens. Aparent” Classe textural Equiv. Umidad”
grossa”
................................... Y0t kg kg’
40 17 2 41 1,29 Argilo-arenoso 0,13

1/ Extrator Mehlich I; 4/ Extrator KCI mol/L; 5/ CTC a pH 7,0 extraida com acetato de calcio 1 ml Ll 6/ Método da
pipeta (EMBRAPA, 1997); 7/ EMBRAPA (1997); LVA - Latossolo Vermelho e Amarelo; P-rem — Fosforo remanescente
e As-Rem- arsénio remanescente do solo, conforme Alvarez et al. (2000) e Ribeiro Jr (2002), respectivamente.

Apbs o periodo de incubagio, amostras de 1,39 dm’ de solo foram acondicionadas
em vasos plasticos e semeadas (sementes pré-germinadas) as espécies Canavalia
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ensiformis L. ( feijdo de porco), Stilozobium aterrinum Piper & Tracy (mucuna preta) e
Crotalaria spectabilis Roth. (crotalaria) deixando trés plantulas por vaso no oitavo dia
apos a emergéncia. A fim de garantir o adequado suprimento de N as plantas e por nao se
conhecer o efeito do As sobre a atividade de bactérias do género Rhizobium, optou-se,
neste estudo, pela ndo inoculacao das sementes com bactérias fixadoras de N, atmosférico.

A adubacdo com macronutrientes foi realizada aos nove dias apds a emergéncia, na
forma de solucdes, contendo 60 mg dm™ de N (fosfato de amdnio e nitrato de aménio),
100 mg dm™ de P (fosfatos de aménio, de calcio e de potassio), 100 mg dm™ de K (fosfato
de potassio) e 50 mg dm™ de Mg (sulfato de magnésio). Para todas as espécies, a adubacio
nitrogenada foi parcelada em duas aplicagdes; aos nove e aos trinta e cinco dias apos
emergéncia.

As adubag¢des com micronutrientes foram realizadas na forma de solugdes, as quais
foram parceladas eqiiitativamente em quatro aplicagdes (15, 30, 45 e 60 dias apds a
emergéncia), nas doses totais de 0,81; 3,66, 4,00; 1,33; 0,15 ¢ 1,56 mg dm? de B, Mn, Zn,
Cu, Mo e Fe, respectivamente (Alvarez, 1974).

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, num delineamento em blocos
casualizados com trés repeti¢des. Durante o periodo experimental as temperaturas variaram
de 20,4 a 31,3 °C e a varia¢do mensal da umidade relativa foi de 69,0 a 49,8 %.

Aos 65 dias apds a semeadura as plantas foram avaliadas quanto a altura e didmetro
do colo e cortadas ao nivel do solo. Em seguida, foram divididas em folhas jovens (FJ),
folhas intermediarias (FI), folhas basais (FB), caule (C), peciolo (Pec), e raizes (R). As
raizes foram lavadas com agua de torneira até a retirada completa do solo, e apds esse
procedimento permaneceu por aproximadamente 1 minuto em solugdo a 0,1 mol L™ de
HCI, seguida de varios enxagiie com agua deionizada.

Para a separagdo dos diferentes tipos de folhas, consideraram-se folhas jovens as
folhas tenras, ndo expandidas completamente, mais os brotos; ja as folhas basais foram
aquelas maduras e em estdgio de senescéncia (amareladas) e folhas intermedidrias as
demais. Para determinag¢do do peso da matéria seca, as diferentes partes da planta foram
secas em estufas de circulagdo forcada de ar, a 60-70 °C, até peso constante.

Para determinar a concentragdo de As nas diferentes partes das plantas, amostras de
1,00 g de material seco e finamente triturado foram submetidas a digestdo nitrico-
perclérica (3:1) (Tedesco et al., 1995). As amostras foram levadas para bloco digestor
controlando-se a temperatura: inicialmente de 50 °C, por aproximadamente 30 minutos;

100 °C, por mais 30 minutos e permaneceu entre 160 a 180 °C até completar a digestao.
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A dosagem dos teores de arsénio nos extratos de plantas e As disponivel no solo
(Mehlich 3) foram realizadas por espectrometria de emissdo atdmica, com plasma induzido
em argonio (ICP/AES) no comprimento de ondas de 193 nm. Para fins de avaliacdo da
exatiddo do método de determinacdo de As em material vegetal foi realizada a digestao
(Nitrico-perclorica 3:1) de um padrao de referéncia de As, GBW07603 composto por
ramos e folhas de arbustos cultivadas em areas de mineracao de zinco e chumbo na China,
adquirida do Institute of Geophysical and Geochemical Exploration-Langtang-China. A
taxa de recuperagdo de As da amostra padrao foi da ordem de 94 %.

Em fun¢do da quantidade acumulada de As nos diferentes compartimentos das
plantas, as espécies foram classificadas quanto ao carater de tolerancia, em espécies com
potenciais para fitoestabilizacdo (tolerantes e acumuladoras de arsénio nas raizes) e
fitoextracdo (espécies tolerantes e acumuladoras de arsénio na parte aérea). As espécies
foram consideradas acumuladoras, quando as concentracdes nas raizes e parte aérea foram
superiores a concentragao do solo (Accioly & Siqueira, 2000). Por meio de andlise de
regressao, considerando-se a matéria seca da parte aérea produzida em fun¢do das doses de
As aplicadas, foram estipuladas as doses criticas (DC) de As que proporcionaram a
reducdo de 50 % de matéria seca produzida em relagdo as plantas controle (testemunha).
Substituindo-se os valores de DC nas equacdes de teores de As disponiveis no solo, em
fun¢do das doses de As aplicadas, foi estimado o teor critico (TC) de As disponivel no solo
que proporcionou a reducdo de 50 % da matéria seca produzida.

Por meio da quantidade de As acumulada, calculou-se o indice de translocacdo do
As, de acordo com Abichequer e Bohnen (1998), pela seguinte equagao:

IT (%) = Quantidade de As acumulada na parte aérea (folhas + caule) x 100
Quantidade de As acumulada na planta

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas de toxidez, producdo de matéria seca, diametro e altura de planta

Com duas semanas apds a emergéncia, as plantas de feijdo de porco e crotalaria,
submetidas as doses de 100 e 200 mg dm™, comegaram a apresentar sintomas visuais de
toxidez, apresentando folhas basais com clorose internerval, seguida de necrose (Figura 1).
As lesoes nas folhas das plantas causadas pela toxidez ao As foram severas nas plantas de
crotalaria, no entanto, ndo foram suficientes para caracteriza-las como planta sensivel, pois

nao houve a morte das plantas.
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A toxidez por arsénio pode ocorrer pela inibicdo de varias enzimas da mitocondria
e desativagdo da fosforilagdo oxidativa, o que causa prejuizos na respiragdo celular. Grande
parte da toxicidade do arsénio resulta de sua capacidade de interagir com os grupos
sulfidrilicos de proteinas e enzimas, e também da capacidade de substituir o fosforo em
varias reacoes (Goyer, 1996).

A producdo de matéria seca pelas plantas de mucuna preta, feijdo de porco e
crotaléria foi significativamente afetada pelas doses de As, causando redug@o nas variaveis
de crescimento avaliadas (Figura 2). Foi observada redu¢dao na ordem de 41 %; 47 % e
43 %, para matéria seca da parte aérea das plantas de mucuna preta, feijdo de porco e

crotalaria, respectivamente, para a dose de 200 mg dm™, em relacéo & testemunha.

Figura 1. Evolugao dos sintomas de toxidez por arsénio em folhas de feijdo de porco (1) e
crotaléria (2) submetidas a doses crescentes de arsénio.

Quanto a producdo de matéria seca radicular, foi possivel constatar que as plantas
de mucuna preta apresentaram ligeira redu¢do com apenas 9 % na maior dose aplicada em
relacdo a planta controle (Figura 2). Comportamento diferente do feijdo de porco e da
crotalaria que apresentaram reducdo na matéria seca radicular na ordem de 50 % e 29 %,
respectivamente, em relacdo as plantas da testemunha. Esse comportamento indica maior

tolerancia ao arsénio da mucuna em relagdo as outras duas espécies.
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As concentragdes de arsénio aplicadas ao solo causaram ligeiro decréscimo no

diametro de colo das plantas em todas as espécies estudadas, com exce¢do da mucuna preta

que quando submetida 4 dose 200 mg dm™ apresentou ganho no didmetro de colo da

ordem de 15 % em relagio a dose de 100 mg dm™ (Figura 5).
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Figura 2. Matéria seca da parte aérea (MSPA), raizes (MSR) e total (MST) de plantas de
crotaldria (1), feijdo de porco (2) e mucuna preta (3) submetidas a diferentes

doses de arsénio. ** significativo a 1 % de probabilidade.
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De modo geral, foi possivel constatar que as plantas de mucana preta tiveram seu
desenvolvimento menos afetado, sendo que, as plantas de crotaldria e feijao de porco

mesmo apresentando significativa redu¢do no desenvolvimento foram capazes de

permanecer crescendo até o final do experimento, aos 65 dias (Figura 3).

Figura 3. Plantas de feijao de porco (1), crotalria (2) e mucuna preta submetidas as doses
crescentes de arsénio, aos 63 dias apos a semeadura.

A altura das plantas foi significativamente (p < 0,01) afetada pelas doses crescentes
de As no solo, em todas as espécies estudas. Houve resposta tipo raiz quadrada para feijao
de porco, porém, linear para mucuna preta e crotalaria (Figura 4). Os decréscimos foram de
40 %, 38 % e 22 % para as plantas de crotaldria, feijdo de porco e mucuna preta,
respectivamente. O menor efeito na altura das plantas de mucuna preta, provavelmente, se
deve a menor translocagdo do As para a parte aérea, sugerindo a existéncia de um
mecanismo efetivo de controle interno da translocacdo do metaldide, conforme sera

discutido a seguir.
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Figura 4. Altura de planta de mucuna preta (__0), feijdo de porco (__A) e crotalaria (... )
submetidas a diferentes doses de As. ** efeito significativo a 1 % de
probabilidade, respectivamente pelo teste F.
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Figura 5. Diametro de planta de mucuna preta (_ _0), feijao de porco (__A) e crotalaria
(... #) submetidas a diferentes doses de As. ** ¢ * efeitos significativos a 1 % e
5% de probabilidade, respectivamente pelo teste F.

Teores e conteudos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas

As doses crescentes de arsénio no solo influenciaram de forma significativa os
teores de As nas diferentes partes das plantas, para todas as espécies estudadas (Tabela 2).
O aumento das doses de As resultou em acréscimos nos teores de As nas diferentes partes
das plantas, porém de forma diferenciada entre as espécies, conforme se verifica nos
modelos ajustados para os teores de As nos diferentes compartimentos das plantas em

funcdo das doses aplicadas ao solo (Tabela 3). A distribui¢do diferenciada de elementos
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toxicos nos compartimentos da planta ¢, de certo modo, relacionada com a absor¢do e
translocagdo do elemento e pode estar diretamente relacionada a mecanismos de tolerancia

(Accioly & Siqueira, 2000).

Tabela 2. Teores de arsénio em folhas jovens (FJ), folhas intermediarias (FI), folhas basais
(FB), peciolo (Pec), caule (C), e nas raizes (R) em plantas de feijdo de porco,
mucuna preta e crotaldria em resposta a diferentes doses de arsénio

ESPECIES DOSES TEORES DE ARSENIO
Fj FI FB Pec C R
mg dm” mg kg™
Feijao de porco 0 ok ok ok ok ok ok

50 1,45 1,92 3,68 1,99 1,35 127,80

100 2,39 3,13 5,01 2,16 1,58 158,15
200 1,95 3,94 3,01 2,11 1,63 269,45
CV (%) 5,30 5,52 4,28 5,73 5,89 2,60

50 0,25 0,76 1,83 0,86 1,19 153,19

100 0,80 1,03 1,43 2,43 2,47 190,61
200 1,46 0,79 8,86 6,44 6,84 271,77
CV(%) 11,97 5,99 6,71 3,77 3,80 3,31

Crotalaria 0 Hk *%k ok % ok ook

50 3,70 18,60 39,93 -k 5,10 149,19
100 7,12 23,42 50,30 -* 9,19 177,15
200 5,93 35,36 79,30 -k 5,772 282,18

%

CV(%) 7,88 6,72 5,30 - 8,18 2,61

*Valores ndo determinados devido a auséncia de peciolos
** Concentragdes abaixo do limite de detecg¢@o pelo método de dosagem (ICP/AES)

Os teores de As nas diferentes partes das plantas de feijao de porco foram muito
diferenciados, de modo que, os maiores valores encontrados na parte aérea (Tabela 2)
foram nas doses de 100 mg dm™ para FJ, FB ¢ Pec e na de 200 mg dm™ para FI. Sendo que
no sistema radicular os teores de As chegaram a ser 53,89 vezes superior ao considerado
normal para plantas (considerando o limite de 5 mg kg™') na dose de 200 mg dm™ (Tabela
2). Pires et al.,, (2005) constataram alta tolerancia do feijdo de porco ao herbicida
tebuthiuron, sendo considerado com potencial para fitorremediacdo de solo contaminados
com esse herbicida. Alguns estudos mostram que teores de As soluvel variando de 1 a 10
mg kg™ ja seriam fitotoxicos para algumas culturas como feijdo, alfafa e arroz (Bischop &
Chisholm, 1962). Um estudo recente tem constatado que um teor disponivel (Mehlich 3)
de 26,9 mg dm™ ja seria suficiente para causar morte de plantas de sorgo (Ribeiro Jr.

2002).
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Tabela 3. Equagdes de regressio dos teores de arsénio” em folhas jovens (FJ),
intermediarias (FI), basais (FB), caule (C), peciolo (Pec) raizes (R), arsénio do
solo no final do experimento (AsDisp), conteudo de arsénio na parte aérea
(CAsPA), conteudo de arsénio nas raizes (CAsR), conteudo de arsénio total na
planta (CAsT) em mucuna preta, feijao de porco e crotalaria, em fungdo de
diferentes doses de arsénio aplicadas no solo (x)

ESPECIES | COMPARTIMENTOS| EQUACAO DE REGRESSAO R’
Mucuna FJ" ¥ =-0,033+0,0054""x 0,99
Preta FI" §=0,018+0,0173""x-0,000067""x* 0,99

FBY ¥ = 0,406-0,00486" x-+0,0002" x> 0,96

ch ¥ =0,042+0,016275"x-0,000088 x> | 0,99

Pec” ¢ =-0,035+0,01547""x+0,000085 x> | 0,99

RY ¥ =9,646+2,7105 x-0,00708 x> 0,97

AsDisp” ¥ =-3,691+0,0,20195 "x 0,95

CAsPA? ¥ =0,002+0,00067" x 0,99

CasR? ¥ =0,014+0,00508"x-0,000016""x* 0,98

CasT?” 9= 0,001+0,0462""Vx -0,000528""x 0,99

Feijao de FJ y = -0,022+0,03743 x-0,000138 x> | 0,99
porco FI 9= 0,014+0,04334"x-0,000119"x*> | 0,99
FB ¥ = 0,065+0,08695 x-0,000362"x* | 0,99

C ¥ = 0,001+0,2644 "Vx -0,01058""x 0,99

Pec ¥ =0,007+0,3998 "Vx -0,01784 " "x 0,99

R ¥ =1,809+13,524""\x +0,360098"x | 0,98

AsDisp § = -0,082+0,0745" "x+0,00046" x* 0,99

CAsPA ¥ = 0,0001+0,02747"x-0,00135"x | 0,99

CAsR ¥ =0,031+0,02224""Vx -0,000314"x | 0,97

CAsT ¥ = 0,003+0,04933"Vx -0,00116 "x 0,98

Crotalaria FJ §=-0,196+0,1075" x-0,00038" x" 0,98
FI ¥ =1,190+0,3234"x-0,00077 x> 0,97

FB ¥ =0,408+4,8808 "Vx +0,0444 " x 0,99

C ¥ =-0,236+0,1489 "x-0,00059 x> 0,98

R y=1,976+18,347 \x+0,0798" x 0,98

AsDisp § =-0,170+0,1249 "x+0,00055 x> 0,99

CAsPA ¥ =0,001+0,06256" Vx -0,001975"x | 0,99

CAsR ¥ = 0,006+0,0249 "\x -0,00104 " "x 0,78

CAsT ¥ =0,007+0,0867 Vx -0,002977 "x 0,97

" ¢ significativo a 1% ¢ 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
" Teores de arsénio (mg kg™)

? As disponivel Mehlich 3 apos a coleta do experimento

% Conteados de As (mg vaso™)

Para a mucuna preta, os teores mais elevados de arsénio foram observados nas
plantas submetidas & dose de 200 mg dm™ para a maioria dos compartimentos estudados.
Excecdo das FI que apresentaram maior teor na dose de 100 mg dm™. Quanto aos teores de
As nas raizes, tanto as plantas de feijao de porco, quanto as de mucuna preta, apresentaram

comportamentos semelhantes com os maiores teores na dose de 200 mg dm™. Os valores
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chegam a ser 4,57 e 4,60 vezes superior a concentracao de arsénio disponivel no solo e
53,89 ¢ 54,35 vezes mais do que a concentragio em plantas normais (5,0 mg kg™).
Conforme Wauchope, (1983), algumas plantas podem acumular niveis elevados de metais
variando de 100 a 1000 vezes mais do que o nivel normal acumulado pela maioria das
espécies que ¢ de 0,1-5,0 mg kg™

As plantas de crotalaria apresentaram teores de arsénio consideravelmente elevados
quando comparados aos das plantas de feijdo de porco e mucuna preta, com maiores teores
no sentido acropeto com os maiores valores na dose de 200 mg dm™ para FI e FB,
respectivamente. Quanto aos teores de As em FJ e C os maiores valores foram encontrados
na dose de 100 mg dm™ (Tabela 2). Esse comportamento pode ser explicado pela baixa
mobilidade do As na planta, considerado um elemento pouco mdvel, sendo assim os
maiores teores ocorrem preferencialmente nas folhas basais, como observados em outros
trabalhos (Zhang et al,. 2002, Ma et al., 2001).

O conteudo de As nas diferentes partes das plantas foram influenciados
significativamente (p < 0,01) pelas diferentes doses de As em todas as espécies estudadas
(Tabela 3). De modo geral, os conteudos de arsénio em plantas de feijdo de porco e
crotalaria em fungdo das doses aplicadas, ajustaram-se ao modelo raiz quadratico, com os
maiores contetidos no sistema radicular na dose de 200 mg dm™ (0,26 mg vaso™) e na parte
aerea (0,14 mg vaso™) na doses de 100 mg dm™ . Para as plantas de mucuna preta
ajustaram-se modelos do tipo linear, quadratica e raiz quadrada para os conteudos de As na
parte aérea, raizes e total, respectivamente (Tabela 3), com maiores conteiidos no sistema
radicular (Tabela 4).

As plantas de feijao de porco e mucuna preta apresentaram maior acimulo de As
nas raizes quando comparado com os da parte aérea. Contrariamente ao observado nas
plantas crotalaria que apresentram maiores acimulos na parte aérea (Tabela 4). O
comportamento diferencial observado nas plantas de crotalaria, merece destaque, devido ao
potencial de acumulagdo na parte aérea, comportamento tipico de espécie com potencial
para fitoextracdo de As em ambiente contaminados.

O acumulo de arsénio, sobretudo nas raizes e ndo na parte aérea nas plantas de
feijao de porco e mucuna preta (Tabela 4), indicaram potencialidade para fitoestabilizagao
de solos contaminados por As. Sendo assim, merece ressaltar que essas plantas sdo
perenes, a matéria seca produzida no final de cada ciclo podera ser utilizada como fonte de
matéria organica do solo, reduzindo assim a biodisponibilidade do elemento para os

ecossistemas. O aumento do teor de matéria organica no solo contribuira na reducao do As
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disponivel, podendo assim favorecer o estabelecimento de espécies arboreas e arbustivas,
utilizadas na seqiiéncia do processo de revegetacao.

O comportamento diferenciado entre as espécies pode estar relacionado a propria
genética das espécies, sendo assim, a maior e/ou menor capacidade de absorcdo e
acumulagdo de As, entre plantas acumuladoras e ndo acumuladoras parece nao estar
relacionado ao volume do sistema radicular produzido. Mas, a outros mecanismos
relacionados a absor¢do de elementos quimicos pelas raizes que envolvem o transporte de
ions pela membrana plasmatica e também a adsor¢@o destes na parede celular das células

do cortex (Marschner, 1995).

Tabela 4. Conteudo de arsénio na parte aérea (PA), raizes (R), total (T) e arsénio
disponivel no solo apos a coleta das plantas (AsDisp) em plantas de feijao de
porco, mucuna preta e crotalaria em funcdo das diferentes doses de arsénio
aplicadas ao solo

ESPECIES DOSES PA R T AsDisp
mg dm™ Mg VASO ™ =mmmmmmmmmmmmmeev mg dm”
Feijéo de porco 0 * * * *
50 0,13 0,17 0,29 4,97
100 0,14 0,17 0,30 12,69
200 0,11 0,26 0,38 59,91
CV (%) 3,01 6,61 4,39 4,83
Mucuna preta 0 * * * *
50 0,04 0,26 0,31 4,42
100 0,06 0,34 0,40 12,10
200 0,14 0,40 0,55 39,40
CV (%) 6,59 7,63 6,61 4,74
Crotalaria 0 * * * *
50 0,36 0,17 0,52 6,65
100 0,42 0,10 0,52 18,12
200 0,50 0,16 0,66 46,58
CV (%) 3,92 10,09 3,08 19,76

* Concentragdes abaixo do limite de detec¢ao pelo método de dosagem (ICP/AES)

Para os teores de As disponivel (Mehlich 3) no solo apds a coleta das plantas,
houve efeito significativo (p < 0,01) para todas as espécie estudadas (Tabela 3). Os teores
encontram-se significativamente superiores ao valor de referéncia de qualidade de solos
para o Estado de S3o Paulo, que sdo de 3,5 mg kg de As disponivel determinado pelo
método da USEPA 3051 ou 3151 (CETESB, 2005), e ao limite de As disponivel no solo
(12 mg kg™), no caso dos EUA, para que se iniciem agdes de remediagdo (Chen et al.,

2001; Davis et al., 2001).
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A variagdo entre os teores disponivel pode estar relacionada a aplicacao de
fertilizantes fosfatados ao solo, que aumentou a disponibilidade do arsénio ao longo do
periodo experimental e a maior eficiéncia da planta em absorver e translocar o As, ja que o
acumulo de arsénio ndo foi proporcional ao desenvolvimento do sistema radicular.

A baixa capacidade de adsor¢cdo de As e P observada nesse solo, a julgar pelos
elevados teores de As e P remanescentes (Tabela 1) contribui para a maior disponibilidade
do arsénio as plantas. Estudos mostram que a adubacdo fosfatada pode resultar em
aumento na disponibilidade de aproximadamente 77 % do arsénio (Peryea, 1998), em
funcdo do deslocamento do arsenato dos sitios de adsor¢ao pelos anions fosfato (Creger &

Peryea, 1994).

Indice de translocaco e teores criticos de arsénio no solo

As doses crescentes de arsénio resultaram em efeitos significativos (p < 0,01) na
translocacdo deste para a parte aérea nas plantas de crotalaria, feijdo de porco e mucuna
preta (Figura 5), ajustando-se os modelos raiz quadrada, quadratico e linear. O IT de As foi

maior nas plantas de crotalaria chegando a 81 % e 75 % nas doses de 100 e 200 mg dm”,

respectivamente.
90 -
80 - @
. 3
70 - - ¥ (#) =-0,203+14,255 Vx -0,628”x  R*=0,99
S 4 9 (A) = 0,007+10,009 Vx-0,556 x R?=0,99

o’ ¥ (0) = 3,697+0,114"x R?=0,89
60 4

indice de translocago (%)

0 50 100 150 200
Doses de arsénio (mg dm™)
Figura 6. Indice de translocagdo de arsénio em plantas de mucuna preta (__0), feijao de
porco (__A) e crotalaria (... #) submetidas a diferentes doses de arsénio

aplicadas ao solo. * * e * efeito significativo a 1 % de probabilidade pelo teste
F.
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De modo geral, as plantas de mucuna preta e feijao de porco apresentaram indice
de translocacdo relativamente baixos. As plantas de feijao de porco apresentaram maiores
indices nas doses de 50 ¢ 100 mg dm™ com valores de 43 % e 44 %, respectivamente
(Figura 5). Ao contrario das demais espécies, os IT obtidos para a mucuna preta ajustaram-
se a0 modelo linear positivo, cujos valores foram significativamente inferiores, atingindo
apenas 25 % na dose de 200 mg dm™. A translocagio de As, frente a aplicagio de doses
crescentes, pode ser estimulada ou inibida, dependendo da espécie.

A avaliacdo da concentracdo de As e o conhecimento da distribuicdo deste em
plantas, bem como os teores disponiveis no solo, permite melhor avaliar o potencial das
espécies para programas de fitorremediacdo e/ou revegetacao, bem como, seus riscos ao
meio ambiente, principalmente em relagdo a espécies que possam entrar na cadeia trofica,
contribuindo assim, para definir o uso local ou determinar a necessidade de agdes que
visem prote¢do a satide humana e ambiental.

O maior acumulo de As no sistema radicular em relacdo a parte aérea nas plantas de
feijdo de porco e mucuna preta pode indicar baixa capacidade de controle na absor¢do e/ou
maior eficiéncia no controle da translocag¢ao deste metaldide, evitando que o As chegue aos
tecidos metabolicamente mais ativos da parte aérea. Por outro lado, o maior acumulo de As
na parte aérea em relacdo ao sistema radicular em plantas de crotalaria pode indicar uma
eficiente absor¢do e/ou elevado potencial na translocagdo (Figura 5) de As, fazendo com
que este chegue a parte aérea, sem resultar, no entanto, em sintomas graves de toxidez na
dose de 200 mg dm™. Este comportamento pode estar relacionado aos mecanismos de
sintese de fitoquelatinas que tém um papel fundamental na desintoxica¢ao de arsénio em
plantas (Sneller et al., 1999; Pickeren et al., 2000; Schmdger et al., 2000; Meharg &
Hartley-Whitaker, 2002).

O teor critico de arsénio disponivel no solo (TC) necessario para reduzir em 50 % a
matéria seca da parte aérea e de raizes (Tabela 5), mostra a influéncia que a contaminagdo
exerce sobre as plantas (Soares, 1999). O TC de As no solo para as plantas de mucuna
preta foram superiores tanto para matéria seca de raiz quanto para parte aérea, indicando
que essa espécie tolera concentragdes mais elevadas de As disponivel no solo em relagao
as outras duas espécies. Entre crotalaria e feijao de porco, a segunda mostrou-se menos
tolerante. Esse comportamento diferencial entre espécies pode ter base genética ou
fisiologica, como a possivel existéncia de fitoquelatinas presentes nas raizes, capazes de
complexar e transportar o As para o vacuolo evitando assim a toxidez das plantas (Ma et

al., 2001).
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Tabela 5. Teores criticos de arsénio disponivel (Mehlich 3) no solo necessario para reduzir
em 50 % a produgdo de matéria seca de raizes e parte aérea de mucuna preta,
feijdo de porco e crotalaria cultivadas em amostras de um LVA de Joao
Pinheiro, MG

TEOR CRITICO NO MUCUNA PRETA FEIJAO DE PORCO CROTALARIA
SOLO
mg dm”
DT Cs096 raiz 93,00 32,25 50,93
TCs00% parte aérea 72,88 37,39 52,85

Y Teor critico de As no solo para reduzir em 50 % a produgio de matéria seca

De modo geral, foi possivel constatar que as espécies estudadas foram tolerantes ao
arsénio, com potencial de acumulagdo no sistema radicular para mucuna preta e feijao de
porco, e na parte aérea nas plantas de crotalaria o que caracteriza essas espécies com
potencial para fitoestabilizagdo de arsénio, principalmente por se tratar de espécies de
rapido crescimento e elevada producdo de matéria seca. No caso particular da crotalaria
vale ressaltar que essa espécie pode apresentar potencial para fitorremediagdo, mesmo nao
sendo considerada uma espécie hiperacumuladora. Deve-se levar em consideracdo o
plantio seqiiencial com a retirada das plantas do local contaminado, € que no campo as
plantas tém comportamento diferenciado em relagdo ao cultivo em vaso. Nesse sentido,
serdo necessarios, estudos em condi¢cdes de campo para melhor expressar o potencial dessa

espécie como planta fitorremediadora de solo contaminado com As.

CONCLUSOES

As espécies avaliadas apresentaram comportamento diferenciado em funcdo das
diferentes doses de As aplicadas as amostras de solo. Ao se considerar a tolerancia das
espécies com base na concentragdo critica disponivel no solo a mucuna preta apresentou
tolerancia a concentracdes mais elevadas. Por outro lado, ao se considerar o potencial de
extragdo e acumulo do metaldide na parte aérea das plantas, a crotalaria mostrou-se como a

espécie de maior potencial para programas de fitorremediacao.
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CAPITULO 2

POTENCIAL DE ESPECIES HERBACEAS FORRAGEIRAS COMO
FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO

RESUMO

O uso da técnica de fitorremediacdo para descontaminacdo de solos e substratos
contaminados por arsénio, tem despertado crescente interesse entre pesquisadores e
técnicos que atuam na area ambiental. No entanto, poucas espécies tém sido relatadas,
principalmente no Brasil, como capazes de acumular arsénio. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de estilosante, amendoim forrageiro, azevém e aveia forrageira como
espécies fitorremediadoras de areas contaminadas por arsénio. Amostras de um Latossolo
Vermelho Amarelo foram incubadas por 15 dias com diferentes doses de As (0,0; 50; 100 e
200 mg dm™), na forma de Na,HAsO,, as quais resultaram numa disponibilidade de 0,0;
12,9; 26,8 ¢ 58,7 mg dm? de As, em seguida realizou-se a semeadura das diferentes
espécies e adubagdes. Aos 65 dias apds a semeadura as plantas foram avaliadas quanto a
altura, didmetro de colo ¢ matéria seca da parte aérea e de raizes. Determinaram-se os
teores de arsénio nas folhas jovens, intermediarias e basais, caule, e raizes, bem como o
conteudo e indice de translocagdo (IT) de As. Por meio de andlises de regressdo foram
estimados os teores criticos (TC) de As disponiveis no solo que proporcionaram redugdo
de 50% da matéria seca. As espécies estudadas apresentaram comportamento diferenciado
quanto a tolerancia ao As, com destaque para azevém, amendoim e estilosante que nao
manifestaram sintomas morfologicos visuais de toxidez. Os TC para as plantas de aveia e
azevém foram significativamente superiores aos observados para as demais espécies. As
plantas de amendoim e estilosante apresentaram maior capacidade de absor¢do e
translocagdo de arsénio para a parte aérea. As plantas de amendoim apresentaram teores de
até 23,82 mg kg™ nas folhas basais ¢ até 308,47 mg kg™ nas raizes na dose de 200 mg dm™
mostrando potencial para serem utilizadas em programas de fitorremediacdo. Ja as plantas
de estilosante apresentam restri¢des como planta remediadora, devido a baixa producao de
matéria seca. Os elevados contetidos de arsénio nas raizes de azevém e aveia € 0s maiores
conteudos na parte aérea das plantas de estilosante sugerem a atuacdo de mecanismo
diferenciado de acumulagao a fim de reduzir e/ou aumentar a translocacao do metaldide
aos tecidos metabolicamente mais ativos da parte aérea.

Palavras chave: Fitorremediagdo, Arsenato, Stylosanthes humilis, Arachis pintoi, Avena
sativa, Lolium multiflorum
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ABSTRACT

Decontamination of arsenic contaminated soils and substrates by phytoremediation have
had more interest by environmental researches and technicians. However, a few numbers
of species have been related, manly in Brazil, with capacity to accumulate arsenic. This
study aimed to evaluate the potential of Townsville stylo (Stylosanthes humilis), forage
peanuts (Arachis pintoi), oat (Avena strigosa Schreb), and ryegrass (Lolium multiflorum
Lam.) to phytoremediation of arsenic-contaminated soils. Samples of Red Yellowish
Latossol were incubated with different doses of arsenate (0; 50; 100 and 200 mg dm™)
resulting in a readiness of 0,0; 12,9; 26,8 and 58,7 mg dm'3, after the incubation time the
species were seed, and after germination the soil were fertilized. Sixty five days after
seeding, plants were evaluated to height, diameter and root and shoot biomass. Arsenic
content in young, intermediated, and old leaves, steam and roots, and As-translocation
index (IT) were determined. By regression analysis we estimated the values of soil critical
available arsenic (TC) that reduced 50% of biomass production. The species showed
different behavior in relation to As-tolerance, with emphasis azevém, Forage peanuts and
Townsville stylo that did not show As-toxic morphologic symptoms. Oat and ryegrass
showed high values of TC. Forage peanuts and Townsville stylo plants presented more
absorption and shoot translocation of arsenic, but forage peanuts showed more potential to
phytoremediation programs, due the low biomass production of Townsville stylo. The high
As-contents for the roots of azevém and oat and for Townsville stylo shoot suggests the

being of different accumulation and translocation mechanisms to shoots tissues.

Key words: phytoremediation, arsenate, Stylosanthes humilis, Arachis pintoi, Avena
sativa, Lolium multiflorum

INTRODUCAO

A degradacdo ambiental é provocada principalmente por agdes antropicas e
processos geoquimicos, esta tém exercido forte pressdo sobre a qualidade dos
ecossistemas. Diferentes agoes tém resultado no aumento direto e indireto da concentracao
de diferentes contaminantes, inclusive As em cursos d’agua e em solos, excedendo o limite
permitido pela legislagdo ambiental. Um dos principais objetivos iniciais do uso de plantas
forrageiras em areas degradadas ¢ a cobertura do solo a fim de reduzir os processos
erosivos € aumentar a entrada de nutrientes no sistema, principalmente o nitrogénio pelas

leguminosas forrageiras. Assim, uma varidvel importante a ser considerada ¢ a habilidade
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dessas plantas em cobrir o solo rapidamente e melhorar a fertilidade do solo (Barradas et
al., 2001).

A revegetagcdo em areas degradadas com elevados teores de As, tem se mostrado
muito dificil pelo desconhecimento de espécies tolerantes, ou mesmo fitorremediadoras
deste elemento. A sele¢do de plantas forrageiras tolerantes ao As para revegetacao de solos
e substratos contaminados, tem papel fundamental no processo inicial de recuperagdao
ambiental.

O arsénio, mesmo ndo sendo um elemento essencial ¢ absorvido pelas plantas e em
altas concentragdes pode interferir em processos metabolicos, inibindo o crescimento da
vegetacao, podendo levé-la a morte. O acimulo de arsénio em tecidos vegetais varia com a
sua disponibilidade e com o metabolismo da planta, que estd diretamente relacionado a
mecanismos de tolerancia (Marin et al., 1993).

Estudos sobre a viabilidade de espécies arbdreas para a reabilitagdo de areas
contaminadas por substancias toxicas, entre estas o As, tétm merecido destaque devido a
maior imobilizacdo destes elementos na matéria seca vegetal por periodos mais longos
(Eltrop et al., 1991). No entanto, existem evidéncias de que as plantas herbaceas possuem
maior tolerancia ao excesso de metais no solo do que as arboreas (Baker, 1987).

Estudos com esse enfoque sdo raros nas condi¢oes brasileiras, onde a contaminagao
do solo e a existéncia de areas degradadas pelo excesso de metais sdo cada vez mais
numerosas. Portanto, o conhecimento do comportamento de espécies herbaceas forrageiras
com potenciais para fitorremediacdo dessas areas se reveste da maior importancia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de quatro espécies herbaceas

forrageiras como fitorremediadoras de 4reas contaminadas por arsénio.

MATERIAL E METODOS

Amostras subsuperficiais de Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) (Tabela 1)
coletada na regido de Jodo Pinheiro-MG, foram destorroadas, peneiradas (4 mm) e
incubadas por 15 dias com As (arsenato de s6dio) nas concentragdes de 0; 50; 100 e 200
mg dm'3, na forma de Na,HAsO4. A realizagdo de testes preliminares nessas amostras
resultaram em disponibilidade de 12,80; 26,80 e 58,70 mg dm’ respectivamente, de As
pelo extrator Mehlich 3.
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Quanto ao uso do arsenato de sédio como fonte de As, testes preliminares foram
realizados para verificar o efeito do sédio sobre algumas espécies vegetais, conforme

descrito no capitulo 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas da amostra de LVA utilizada na condugdo do

experimento
pH H,0 As- PV K" Ca’*¥ Mg* ¥ AP H+AlY M.O
P-rem rem
.mgL'.... ... mgdm”..... e, emoledm™. ..o dag kg

5,2 26,29 27,82 1,10 25 0,00 0,00 1,32 4,50 2,01
Areia grossa® Areia fina® Silte”  Argila® Dens. Aparente ” Classe textural Equiv. Umidade”
................................... D0t kg kg'!

40 17 2 41 1,29 Argilo-arenoso 0,13

1/ Extrator Mehlich I (Mehlich, 1978); 4/ Extrator KC1 mol/L; 5/ CTC a pH 7,0 extraida com acetato de calcio 1 ml L
6/ Método da pipeta (EMBRAPA, 1997); 7/ EMBRAPA (1997); LVA - Latossolo Vermelho e Amarelo; P-rem — Fosforo
remanescente ¢ As-Rem- arsénio remanescente do solo, conforme Alvarez et al. (2001) e Ribeiro Jr (2002),
respectivamente.

Apos o periodo de incubagdo, amostras de 1,39 dm’ de solo foram acondicionadas
em vasos plasticos e semeadas (sementes pré-germinadas) as espécies de estilosante -
(Stylosanthes humilis HBK), amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & Gregory),
azevém (Lolium multifloru. L.) e aveia forrageira (Avena sativa L.). Oito dias apos a
emergéncia foi realizado o desbaste mantendo-se trés plantas por vaso para amendoim e
estilosante, ¢ 20 plantas por vaso para azevém ¢ aveia. A fim de garantir o adequado
suprimento de N as plantas e por ndo se conhecer o efeito do arsénio sobre as estirpes de
rizobio, optou-se, neste estudo, pela ndo inoculacdo das sementes com bactérias fixadoras
de N, atmosférico.

A adubacao com macronutrientes foi realizada aos nove dias apds a emergéncia, na
forma de solugdes, contendo 60 mg dm™ de N (fosfato de aménio e nitrato de aménio),
100 mg dm™ de P (fosfato de aménio, de calcio e de potassio), 100 mg dm™ de K (fosfato
de potassio) e 50 mg dm™ de Mg (sulfato de magnésio). A adubagdo nitrogenada foi
realizada em duas etapas; aos nove e 35 dias ap6s emergéncia, para todas as espécies.

As adubagdes com micronutrientes foram realizadas na forma de solugdes, as quais
foram parceladas eqiiitativamente em quatro aplicacdes (15, 30, 45 e 60 dias apds a
emergéncia), nas doses totais de 0,81; 3,66, 4,00; 1,33; 0,15 ¢ 1,56 mg dm? de B, Mn, Zn,

Cu, Mo ¢ Fe, respectivamente (Alvarez, 1974).
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O experimento foi conduzido em casa de vegetagao, num delineamento em blocos
casualizados com trés repetigdes. Durante o periodo experimental, as temperaturas
variaram de 20,4 a 31,3 °C e a média mensal da umidade relativa variou de 69,0 a 49,8 %.

Aos 65 dias apo6s a semeadura foram determinados a altura e diametro do colo e
logo apds realizou-se a coleta das plantas, cortando-as ao nivel do solo. As plantas foram
divididas m folhas jovens (FJ), folhas intermediarias (FI), folhas basais (FB), caule (C),
peciolo (P), flores (F) e raizes (R). Para a separacdo dos diferentes tipos de folhas,
consideraram-se folhas jovens as folhas tenras, ndo expandidas completamente mais os
brotos, ja as folhas basais aquelas maduras e em estagio de senescéncia (amareladas) e
folhas intermediarias as demais. As raizes das plantas foram lavadas com agua de torneira
at¢ a retirada completa do solo, e apds esse procedimento permaneceu por
aproximadamente 1 minuto em solugdo a 0,1 mol L de HCI, seguida de varios enxagiie
com agua deionizada. Para determinagdo do peso da matéria seca, as diferentes partes da
planta foram secas em estufas de circulagao forcada de ar, a 60-70 °C, até peso constante
(aproximadamente 72 h).

Para determinar a concentracdo de As nas diferentes partes das plantas, amostras de
1,00 g de material seco e finamente triturado foram submetidas a digestdo nitrico-
perclorica 3:1 (Tedesco et al., 1995). As amostras foram levadas para bloco digestor
controlando a temperatura: inicialmente de 50 °C, por aproximadamente 30 minutos;
100 °C, por mais 30 minutos e finalmente entre 160 a 180 °C até completar a digestdo. A
dosagem dos teores de arsénio nos extratos de plantas e As disponivel no solo (Mehlich 3)
foram realizadas por espectrometria de emissao atdmica, com plasma induzido em argonio
(ICP/AES). Foi utilizado um padrao de referéncia de As (capacidade de 94 % de
recuperagdo do As), GBW07603 composto por ramos e folhas de arbustos cultivadas em
areas de mineracao de zinco e chumbo na China, adquirida do Institute of Geophysical and
Geochemical Exploration-Langtang-China.

Em funcdo da quantidade acumulada de As nos diferentes compartimentos das
plantas, as espécies foram classificadas quanto ao carater de tolerancia ou de acumulagado
de As. Por meio de andlise de regressdo, considerando-se a matéria seca da parte aérea
produzida em funcao das doses de As aplicadas, foram estipuladas as doses de As que
proporcionaram a redu¢do de 50 % de matéria seca produzida pela planta-controle.

Através da andlise de regressdo dos teores de As disponiveis no solo, em funcdo
das doses de As aplicadas, foi estimado o teor de As disponivel no solo que proporcionou a

reducdo de 50 % da matéria seca produzida (TC).
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Os conteudos de As nas raizes, na parte aérea e o total foram calculados com base
nos teores e nas producdes de matéria seca. Por meio da quantidade acumulada, calculou-
se o indice de translocagdo do As, de acordo com Abichequer e Bohnen (1998), pela
seguinte equagao:

IT (%) = Quantidade de As acumulada na parte aérea (folhas + caule) x 100
Quantidade de As acumulada na planta

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas de toxidez, producdo de matéria seca, altura e diametro de plantas

Foram visualizadas lesdes nas folhas basais resultante da toxidez por As apenas nas
plantas de aveia, a partir da primeira semana de exposicdo apds a germinagdo,
principalmente, na dose de 200 mg dm™ (Figura 1). Os sintomas caracteristicos de
toxicidade de As nas plantas sdo: murchamento das folhas, crescimento lento das raizes e
brotos, necroses e cor arroxeada das folhas basais e finalmente morte da planta (Liebig,
1965; Woolson et al., 1971; O’Neil, 1990; Adriano, 2001;). Apesar do aparecimento de
sintomas de toxidez, as plantas toleraram o estresse causado pelo As durante todo o
periodo experimental, mostrando significativa redu¢do na producdo de matéria seca. A
morte de plantas de sorgo foi observada em solos com um teor disponivel de 26,9 mg dm™

(Ribeiro Jr. 2002).

Figura 1. Sintomas de toxicidade em plantas de aveia (1) ¢ comparagdo das plantas
controle com as submetida a dose de 200 mg dm™ (2) aos 65 dias apos a
semeadura.

47



As doses de arsénio aplicadas ao solo resultaram em comportamento diferenciado
entre as espécies (Figura 3). As plantas de aveia, amendoim e estilosante tiveram a
producdo de matéria seca severamente afetada, porém sem lesdes foliares, quando
submetidas a dose de 200 mg dm?, com redugdo da ordem de 76 %, 73 % e 65 %,
respectivamente (Figura 2), em relagao as plantas controle. As plantas de azevém tiveram
maior tolerancia ao As, sendo menos influenciadas que as demais, com redugdes na ordem
de 17 % e 38 % nas doses de 100 e 200 mg dm™ para parte aérea de 13 % e 15 % para o
sistema radicular, respectivamente, em relacdo as plantas controle. No entanto, na dose de
100 mg dm™°, as plantas de aveia, amendoim e estilosante demonstraram relativa tolerancia
com redugdes na ordem de 10 %, 42 % e 51 %, respectivamente.

A producdo de matéria seca radicular das plantas de aveia, amendoim e estilosante
também foi afetada pelas doses crescentes de As, com severa redu¢do principalmente na
dose de 200 mg dm™ (Figura 2). O impacto que o As exerce na produgio de raizes depende
da sensibilidade da planta e da intensidade da contaminagdo, sendo consideradas espécies
tolerantes aquelas que apresentam maior producdo de raizes em solos contaminados (Punz
& Sieghardt, 1993), como evidenciado nas plantas de Pffafia sp. A produgdo de raizes ¢
uma caracteristica importante para a fitoestabilizagdo de areas contaminadas com As, que
além de proteger o solo contra a erosdo, reduz a lixiviacdo, favorece a agregacdo ¢ a
atividade microbiana do solo. Outro aspecto importante na fitoestabilizagdo ¢ o papel da
matéria organica, sendo esta responsavel por redugdo de até 86 % na disponibilidade de As
no ambiente (Cao & Ma, 2004).

Houve efeito significativo de doses para altura de plantas (p < 0,01). A analise de
regressao resultou no ajuste de modelos de resposta raiz quadrada, quadrético e linear
(Figura 4). Entre as espécies estudadas a aveia teve a altura mais afetada, com redugdo de
até 45 %, seguida do estilosante (33 %), azevém (29 %) e amendoim (25 %) em relagdo a
planta controle.

Estilosante e amendoim apresentaram certa tolerancia, pois mesmo com redugdo na
altura e matéria seca da parte aérea e raizes, ndo apresentaram lesdes foliares durante o
periodo experimental. Deve-se levar em consideracdo que, ao final do experimento (65
dias), as plantas ja estavam emitindo botdes florais, indicando que possivelmente

completariam o ciclo reprodutivo.
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Figura 2. Matéria seca de raizes (MSR), parte aérea (MSPA) e total (MST) a esquerda, e
altura a direita, de amendoim (1), estilosante (2), azevém (3) e aveia (4)
submetidas a diferentes doses de arsénio. **, * ¢ ™ efeitos significativo de doses
a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativos, respectivamente.
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De modo geral, as doses crescentes de As contribuiram para reduzir o crescimento

das plantas das diferentes espécies estudadas (Figura 3).

Figura 3. Plantas de aveia (1), azevém (2) amendoim (3) e estilosante (4) submetidas as
doses crescentes de arsénio (0, 50, 100 e 200 mg dm™), aos 65 dias apods a
semeadura.
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Figura 4. Altura de plantas de aveia (---4), azevém (__A), amendoim (.... 0) e estilosante
(__o) submetidas a diferentes doses de As no solo. ** e * efeito significativo a
1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente pelo teste F.

Teores e conteddos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas

O aumento das doses de As no solo resultou no aumento significativo (p < 0,01)
dos teores de As nas diferentes partes das plantas de todas as espécies estudadas (Tabelas 2
e 3). As diferentes folhas das plantas de aveia, azevém e amendoim apresentaram teores
elevados de As, quando comparados com a faixa considerada normal em plantas (0,1-5,0
mg kg'). Na dose de 50 mg dm™ os teores variaram de 5,14 a 68,70 mg kg de As. Os
teores de As nos compartimentos aéreos das plantas de amendoim foram inferiores quando
comparado com as demais espécies.

De modo geral, os teores de As na parte aérea obedeceram ao sentido acropeto com
os maiores teores nas FB seguida de FI, FJ e C. Esse comportamento tem sido constatado
por Tu & Ma (2003) em estudos com Pteris vittata. Diante das inimeras comprovacoes
citadas na literatura que o As e P sdo analogos quimicamente no solo, estes, na planta, tem
comportamento diferenciado. A distribuicdo do As na planta se d4 no sentido inverso ao do
P. Sabe-se que o P ¢ bastante movel sendo redistribuido com facilidade dos tecidos mais
velhos para os mais novos. Devido a facil redistribuicado do P na planta, os sintomas de
deficiéncia aparecem primeiramente nas folhas mais velhas. Os maiores teores de As nas
espécies estudadas foram encontrados no sistema radicular, os quais aumentaram
proporcionalmente com o aumento das doses de As no solo.

Os maiores teores de As no sistema radicular foram encontrados na dose de 200 mg

dm™, com valores de até 111 (aveia); 67 (azevém); 62 (amendoim) e 56 (estilosante) vezes
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superiores ao limite considerado para plantas normais por Wauchope, (1983). As plantas
de azevém apresentaram teores superiores aos encontrados nas plantas de aveia em todos
os compartimentos da parte aérea; no entanto, as plantas de aveia chegaram a apresentar
teores no sistema radicular na dose de 200 mg dm™, 33 % superior aos encontrados nas
plantas de azevém. Esse comportamento permite evidenciar a elevada tolerancia
apresentada pelas plantas de azevém. Que mesmo apresentando teores superiores ao
considerado normal na parte aérea, ndo manifestaram sintomas de toxidez visiveis, como

lesdes foliares, durante o periodo experimental.

Tabela 2. Teores de arsénio em folhas jovens (FJ), folhas intermediarias (FI), folhas basais
(FB), caule (C), e nas raizes (R) em plantas de aveia, azevém, amendoim e
estilosante em resposta a diferentes doses de arsénio aplicadas ao solo

ESPECIES DOSES Fj FI FB C R
ME AM™ o, MEKE oo,
Aveia 0 * * * * *
50 5,14 8,37 13,27 3,14 258,51
100 7,16 12,98 14,31 4,05 32591
200 9,06 16,75 45,33 8,90 557,14
CV (%) 9,37 9,28 14,69 15,19 6,27
Azevém 0 * * * * *
50 7,67 12,77 14,35 1,73 184,46
100 12,42 20,54 36,07 2,86 316,90
200 16,76 31,37 68,71 7,46 372,78
CV (%) 13,25 11,30 12,72 8,31 6,35
Amendoim 0 * * * * *
50 1,45 2,40 4,02 1,03 58,91
100 1,67 2,87 3,76 6,52 114,14
200 2,25 7,58 23,82 8,13 308,47
CV (%) 9,76 12,80 5,84 10,40 2,58
Estilosante 0 * * * * *
50 6,86 7,10 7,49 6,05 57,38
100 10,35 9,08 8,42 8,52 116,67
200 15,86 16,32 18,30 37,09 278,29
CV (%) 2,26 1,70 2,03 0,89 1,16

* Concentragdes abaixo do limite de detec¢ao pelo método de dosagem (ICP/AES)

Todas as espécies estudadas emitiram botdes florais na fase final do experimento
(65 dias apos a semeadura). Entre essas, foi possivel coletar as paniculas em quantidade
suficiente para realizagdo das andlises, apenas nas plantas de aveia. De acordo com os
resultados, foi possivel constatar teores de As, superiores aos teores considerados normais
em plantas (0,1 a 5,0 mg kg) na dose de 200 mg dm™ nas flores de aveia (Figura 5). Teores

elevados de As na parte aérea em plantas forrageiras, despertam certa preocupagao quando
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se pensa em pastagem natural, crescendo em areas contaminadas, devido a possibilidade

deste entrar na cadeia trofica.

Tabela 3. Equacdes de regressdo dos teores ) de As em folhas jovens (FJ), intermediarias
(FI), basais (FB), caule (C) e raizes (R), conteudo de As na parte aérea
(CAsPA), raizes (CAsR) e total na planta (CAsT) e As disponivel no solo
apos a coleta das plantas (AsDisp) em plantas de aveia, azevém, estilosante e
amendoim em resposta a diferentes doses de arsénio (x)

ESPECIES COMPARTIMENTOS EQUACAO DE REGRESSAO R?
AVEIA FIY ¥ =0,196+0,1032""x-0,000296""x* 0,98
FI” ¥ =0,158+0,18011""x-0,00049""x* 0,99

FB" §=-0,070+0,2184x"" 0,94

ch ¥ =0,285+0,0427x"" 0,98

RV ¥ =57,157+2,684x"" 0,94

CAsPA? ¥ = 0,0080+0,0069""x-0,000030" x> 0,98

CasR? ¥ = 0,034+0,01508""x-0,000053 x> 0,98

CasT? ¥ = 0,042+0,0219""x-0,000082""x* 0,98

AsDisp” § =-2,74140,2595x " 0,96

AZEVEM FJ ¥ =0,098+0,1672"x-0,0042""x* 0,99
FI ¥ =0,28140,2615x -0,00053"x* 0,99

FB §=-0,788+0,3494x"" 0,99

C ¥ = 0,114+0,02298""x+0,000068 x> 0,98

R y = -1,443+4,4355"x-0,01281""x* 0,99

CAsPA ¥ =-0,0093+0,0065" x-0,000016""x* 0,99

CAsR ¥ = 0,009+0,01508""x-0,000046x>"" 0,99

CAsT ¥ =-0,001+0,2155 "x-0,00006" x* 0,99

AsDisp ¥ = 0,661+0,0242""x+0,001310""'x* 0,99

ESTILOSANTE | FJ ¥ =0,576+0,1015"x-0,00013 "% 0,96
FI ¥ =0,508+0,1136"x-0,00018 "% 0,97

FB ¥ =0,44140,1272"x-0,000193""x* 0,98

C ¥ = 0,936+0,00999""x +0,00085 x> 0,98

R ¥=-9,371+1,3995""x 0,99

CAsPA ¥ = 0,001+0,0030120 " Vx+,000093""x 0,97

CAsR ¥ = 0,002+0,0000209 "x 0,97

CAsT ¥ = 0,008+0,00050x " 0,95

AsDisp ¥ =-5,296+0,2966""x 0,96

AMENDOIM FJ ¥ =0,011+0,2267 "x-0,00499"x 0,99
FI 9 =0,0161+0,0365""x 0,96

FB §=0,912-0,01966""x+0,00066" x* 0,97

C ¥ =-0,619+0,07314""x-0,00014x*"" 0,90

R § =-15,302+1,5507""x 0,98

CAsPA ¥ =0,001+0,0165""\x -0,00046 “"x 0,98

CAsR ¥ =0,008+0,00128""x 0,99

CAsT ¥ = 0,042+0,0019""x 0,95

AsDisp y =-2,277+0,1972""x 0,97

" ¢ significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
D Teores de arsénio (mg kg™)

? Conteudos de As (mg vaso™)

% As disponivel Mehlich 3 ap6s a coleta do experimento
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¥ = 0,323+0,002"x+0,00015"x* R*=0,95

Teores de As em flores (mg kg ™)

O L} L} L} L}

0 50 100 150 200
Doses de arsénio (mg dm™)

Figura 5. Teores de As em flores de plantas de aveia submetidas a diferentes doses de As
no solo. ** efeito significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

A contaminagdo do solo por As exerceu grande influéncia sobre o acimulo de As
nos tecidos das espécies (Tabela 5), principalmente por causa do incremento dos teores de
As observados nos tecidos das plantas. O acumulo total de As nas espécies variou de 0,048
a 1,85 mg vaso” indicando comportamento muito diferenciado entre essas espécies. A
maioria das espécies apresentou maior quantidade relativa de As nas raizes, destacando-se
as espécies aveia e azevém com valores 0,95 ¢ 1,21 mg vaso”, enquanto, estilosante
apresentou maior quantidade relativa desse elemento na parte aérea. Porém, devido a baixa
produgdo de matéria seca dessa espécie os valores de contetidos foram baixos.

Os resultados sugerem que as plantas de estilosante apresentaram alta capacidade
de translocacdo do As absorvido, o que possivelmente contribuiu para redugdo das
variaveis de crescimento, ja que estes foram influenciados negativamente pelas doses de
As aplicadas, em especial na dose de 200 mg dm™ (Tabela 4). Por outro lado, levando-se
em consideragdo a auséncia de lesdes foliares durante o periodo experimental, essa espécie
demonstrou certa tolerdancia ao As. Desse modo, seriam necessarios estudos,
principalmente, em condi¢des de campo para observar o limite e o potencial dessa espécie
como planta indicadora e/ou fitorremediadora, j4 que plantas indicadoras refletem a

contaminagao local nos tecidos da planta (Accioly & Siqueira 2000).
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Tabela 4. Conteudo de arsénio na parte aérea (PA), raizes (R), total (T) e arsénio
disponivel no solo apds a coleta das plantas (AsDisp) em plantas de aveia,
azevém, estilosante e amendoim em resposta a diferentes doses de arsénio

ESPECIES DOSES PA R T AsDisp
mg dm™ oo, NG VASO oo mg dm”
Aveia 0 * * * *
50 0,29 0,61 0,90 4,04
100 0,37 0,95 1,32 27,03
200 0,20 0,95 1,15 48,81
CV (%) 12,36 9,77 9,21 10,25
Azevém 0 * * * *
50 0,25 0,67 0,92 6,58
100 0,50 1,04 1,54 14,19
200 0,65 1,21 1,85 56,45
CV (%) 13,19 7,91 7,07 23,47
Amendoim 0 * * * *
50 0,10 0,08 0,19 541
100 0,11 0,13 0,25 13,81
200 0,15 0,26 0,41 38,62
CV (%) 13,02 5,72 5,72 5,08
Estilosante 0 * * * *
50 0,03 0,02 0,05 5,69
100 0,03 0,02 0,05 19,54
200 0,06 0,05 0,11 57,40
CV (%) 5,58 8,65 4,02 3,40

* Concentragdes abaixo do limite de detec¢do pelo método de dosagem (ICP/AES)

De modo geral, o acumulo preferencial na parte aérea, bem como, no sistema

radicular observadas nas espécies estudadas, podem contribuir para a imobilizagdo do
elemento na vegetacdo, tornando essas espécies promissoras para programas de
fitorremediacdo, desde que essas tolerem as condi¢des de contaminacdo local. Nesse
sentido, sdo necessarios estudos para conhecer o limite maximo de contaminacdo por As,
Jj& que estas apresentaram elevada tolerancia, adaptando-se sob condigdes de estresse.
Espécies com essas caracteristicas podem facilitar o processo de imobilizacdo do As,
evitando assim, seu transporte para os componentes do ecossistema, tendo-se em vista que
os metais ligam-se facilmente aos compostos orgéanicos e formam complexos mais estaveis
e menos toxicos ao ambiente (Chen & Ma, 2001; Accioly & Siqueira 2000).

Quanto ao As disponivel no solo, apds a coleta das plantas (Mehlich 3), houve
efeito significativo (p < 0,01) nos teores em todas as espécies estudadas (Tabela 3). Porém,

estd variacdo nos teores disponivel pode estar relacionada a aplicacdo de fertilizantes
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fosfatados no solo, e a possivel liberacdo de acidos organicos pelo proprio sistema
radicular, e/ou outros mecanismos ainda desconhecidos, ja4 que o acimulo de arsénio nao
foi proporcional ao desenvolvimento do sistema radicular. Isto foi observado nas plantas
de azevém que teve seu sistema radicular pouco influenciado pelas doses de As, quando
comparadas as plantas de aveia que apresentaram maior absorcdo. Estes valores
encontram-se significativamente superiores ao valor de referencia de qualidade para solos
do Estado de Sdo Paulo que é de 3,50 mg kg de As total (CETESB, 2005), determinado
pelo método da USEPA 3050b ou 3051.

Os resultados obtidos ndo corroboram os obtidos por Gonzaga et al., (2005), os
quais afirmam que a maior capacidade de absor¢do e acumulo de As pelas plantas
acumuladoras e ndo acumuladoras, deve-se ao volume de sistema radicular produzido. A
espécie hiperacumuladora de arsénio “Chinese brake fern” (Pteris vitatta) apresentou
volume de sistema radicular quatro vezes superior ao de Nephrolepis exaltata L. (ndo
acumuladora de As) e acumulou 29 vezes mais As que essa (Gonzaga et al., 2005). Foi
constatado por Cao & Ma, (2004), que a adi¢do de fosforo no solo aumentou o acumulo de
As de 4,56 a 9,30 vezes em plantas de cenoura e 2,45 a 10,10 vezes em plantas de alface.
Isso acontece devido ao aumento da disponibilidade do As pela troca do arsenato por

fosfato, nos sitios de adsor¢ao do solo.

Indice de translocacéo e teores criticos de arsénio no solo

O indice de translocacdo de As foi diferenciado em todas as espécies estudadas,
com efeitos de doses altamente significativo (p < 0,01), ajustando-se modelos raiz
quadrada e quadratico (Tabela 3). A translocagdo de As foi maior nas plantas de
estilosante e de amendoim, com maiores valores na dose de 50 mg drn'3, com indice de 66
% e 55 % respectivamente. Os menores indices foram constatados nas plantas de aveia,
alcancando o maior valor na dose de 50 mg dm™ (32,65%), seguida de decréscimo com o
aumento das doses de As no solo. O indice de translocagdo de As nas plantas de estilosante
foi consideravelmente elevado, quando comparada com as demais espécies. Isso pode
indicar auséncia de um mecanismo adicional de prote¢do, ocasionando maior impacto da
contaminagdo no desenvolvimento das plantas, em relagdo as espécies que apresentaram
maior acimulo nas raizes.

Nas plantas de azevém, os indices de transloca¢do foram crescentes com o aumento

das doses, atingindo um indice de 35 % na dose de 200 mg dm™ (Figura 6). O maior
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acumulo de As no sistema radicular, pode indicar a baixa capacidade de controle na
absorc¢ao do metaldide e/ou maior eficiéncia de controle na translocagdo, evitando que o As
chegue aos tecidos metabolicamente mais ativos da parte aérea. Este mecanismo pode estar
relacionado a sintese de fitoquelatinas que tem papel fundamental na desintoxicacdo de
arsénio em plantas (Sneller et al., 1999; Pickeren et al., 2000; Schmdger et al., 2000;
Meharg & Hartley-Whitaker, 2002).
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Figura 6. Indice de transloca¢io de arsénio em plantas de aveia (---4), azevém (__A),
amendoim (....0) e estilosante (___ _0) em solos com diferentes doses de As.
** efeito significativo a 1 % de probabilidade pelo teste F.

As plantas de aveia e azevém apresentaram baixa translocagdo de As quando
comparada com as leguminosas, o que pode estar relacionada a mecanismo de controle
interno, evitando que o As seja translocado para os tecidos metabolicamente ativos, da
parte aérea. Poucos sdo os estudos relacionados com a influéncia da contaminagao de As
sobre o indice de translocagdo deste em plantas herbaceas. Nesse sentido, sdo necessarios
esforcos para conhecer as conseqiiéncias da contaminagdo por As, ndo s6 em termos de
sobrevivéncia das plantas, mas quanto aos seus efeitos sobre a translocagao.

O teor critico de As disponivel no solo para reduzir 50 % da produ¢do de matéria
seca (TCsgy), foi diferenciado em todas as espécies estudadas. (Tabela 5). Para as plantas
de azevém o TCsgy, para reducdo da matéria seca da parte aérea foi superiores as demais
espécies, mostrando assim, elevada tolerancia dessa espécie ao As, o que ¢ comprovada
pela menor influéncia das doses de As na producao de matéria seca. Ao contrario, das

plantas de aveia que requerem maior TCsgy, para reducdo da matéria seca radicular, sendo
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necessario um teor no solo de 62,83 mg dm™, chegando a ser 20,5 % superior ao TCsgs
para reducdo da parte aérea (Tabela 5).

Quanto aos TCsgy, para redugdo da matéria seca nas plantas de amendoim e
estilosante, foi possivel constatar que as plantas de amendoim teriam sua producdo de
matéria seca radicular reduzida, com um TCjsg, relativamente baixo, mostrando maior
sensibilidade no desenvolvimento do sistema radicular do que na parte aérea. Resultados
opostos foram encontrados nas plantas de estilosante, requerendo um TCsg, para redugdo
da matéria seca radicular de 57 % superior ao encontrados para redugdo da matéria seca da
parte aérea (Tabela 5). O que evidencia que as plantas de estilosante apresentam certa
sensibilidade quando submetidas a doses elevadas de As, no que se refere a producao de

matéria seca da parte aérea.

Tabela 5. Teores criticos de arsénio disponivel (Mehlich 3) no solo necessario para reduzir
em 50 % a producdo de matéria seca de raizes e parte aérea de aveia, azevém,
amendoim e estilosante cultivadas em amostras de um LVA de Jodo Pinheiro,

MG
TEOR CRITICO NO Aveia Azevém Amendoim Estilosante
SOLO
mg dm”
1TC50% raiz 62,83 57,48 21,62 57,84
TCs0% parte aérea 49,96 79,80 39,47 25,02

YTC-Teor critico de As no solo para reduzir em 50% a producio de matéria seca

CONCLUSOES

Os teores de arsénio nas raizes de todas as espécies foram bastante elevados,
sugerindo um eficiente mecanismo de compartimentalizagdo, em especial nas plantas de
azevém, amendoim e estilosante, a fim de reduzir a translocacdo do metaldide aos tecidos
jovens da parte aérea.

As plantas de azevém e amendoim mostram bom potencial para programas de
fitoestabilizagdo do As. Estas ndo apresentaram lesdes foliares por toxidez ao As mesmo
com teores acima do considerado em planta normal, na parte aérea.

A maior sensibilidade da aveia a elevadas concentragdes de As disponivel no solo
(28,7 mg dm™) sugere que essa espécie possa ser utilizada como planta bioindicadora de
As; no entanto, quando a concentracdo de As for inferior, esta se apresenta tolerante com

significativo acimulo, tanto no sistema radicular quanto na parte aérea.
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CAPITULO 3

POTENCIAL DE ESPECIES ARBUSTIVAS COMO
FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO POR
ARSENIO

RESUMO

O arsénio ¢ um metaldide, com caracteristicas toxicas e carcinogénicas, encontrado
basicamente em todos os ambientes. Elevadas concentragdes de arsénio no solo podem
ocorrer naturalmente devido ao intemperismo de rochas ricas em arsénio, como também
por atividades antropicas. A fitorremediagdo ¢ uma das estratégias da remedia¢do que
utiliza plantas para descontaminar ou imobilizar contaminantes do solo e tem sido aplicada
com sucesso em solos contaminados com arsénio e outros elementos. O presente estudo
objetivou avaliar o potencial de feijdo guandu, sesbania e leucena, como espécies
fitorremediadoras de substratos contaminados com arsénio (As). Amostras de LVA foram
incubadas com diferentes doses de As. Apds o periodo de incubacdo, realizou-se a
semeadura, e ap6s a germinacdo, a adubacdo do solo. Aos 90 dias apds a semeadura as
plantas foram avaliadas quanto a altura, didmetro e matéria seca de folhas jovens, folhas
intermediarias, folhas basais, caule, e raizes. Determinaram-se teores, conteudos e indice
de translocagao (IT) de As e por meio de andlises de regressao foi estimadas as
concentragdes de As disponiveis no solo que proporcionaram redu¢do de 50% da matéria
seca. Leucena e sesbania apresentaram elevada tolerancia, enquanto feijdo guandu
mostrou-se muito sensivel a presenca de As. Os elevados teores de arsénio nas raizes de
sesbania sugerem atuagdo de eficiente mecanismo de acumulacdo, a fim de reduzir a
translocac¢do do metaldide aos tecidos da parte aérea. O feijao guandu, por ser uma espécie
sensivel, apresenta potencial para ser utilizada como planta bioindicadora, enquanto as
outras duas espécies mostram bom potencial para programas de fitorremediacdo ou de
revegetacao de areas contaminadas com As, sendo necessario, no entanto, estudos mais

conclusivos considerando-se maior tempo de exposi¢do em condi¢des de campo.

Palavras chave: Fitorremediagdo, Arsenato, Cajanus cajan, Sesbania virgata, Leucaena
leucocephala.
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ABSTRACT

Arsenic is a toxic and carcinogenic element, which has caused severe environmental and
health problem worldwide. Arsenic (As) is an ubiquitous trace metalloid found in all
environmental media. Its presence at elevated concentrations in soils derives from both
anthropogenic and natural inputs. Technologies currently available for the remediation of
arsenic-contaminated sites are expensive, environmentally disruptive, and potentially
hazardous to workers. Phytoextraction, a strategy of phytoremediation, uses plants to clean
up contaminated soils and has been successfully applied to arsenic contaminated soils. This
work had the objective to evaluate the potential of bean guandu (Cajanus cajan L.),
sesbania (Sesbania virgata Cav.), leucena (Leucaena leucocephala Lam. (De Witt)), to
phytorremediation of arsenic contamined substrates. Samples of an Oxisol were incubated
with different doses of As. After the incubation time, the species were seeded and, after the
germination, the soil samples were fertilized. Ninety days after the seeded plants height
and diameter and dried biomass of young, intermediary and bottom leaves, steam and roots
were measured. As accumulation at each part of the plants and translocation index (IT)
and, by regression analysis, soil available As that cause 50% biomass reduction were also
determined. Leucena and sesbania showed high tolerance and bean guandu was more
sensible to As. The high As content at the sesbania root tissues suggest a efficient
accumulation mechanism to reduce translocation to shoot tissues. Due the sensibility of
bean guandu it could be used as indicator plant of As contamined sites, while the others
two species showed potential to phytorremediation or revegetation programs. Nevertheless,

conclusive studies considering long term field exposition were needed.

Key words: phytorremediation, arsenate, Cajanus cajan, Sesbania virgata, Leucaena
leucocephala.

62



INTRODUCAO

A industrializacdo e urbanizagdo progressiva tém exposto animais e vegetais a
muitos elementos quimicos potencialmente toxicos. Entre estes, o arsénio mostra-se muito
preocupante em fun¢do de sua toxicidade aos seres vivos em geral.

Apesar do grande interesse pelos problemas ecoldgicos e ambientais causados pelo
excesso de arsénio no sistema solo-planta, sdo escassos estudos relativos a sua absorcao,
translocagdo e acimulo por plantas nas regides tropicais do Brasil, principalmente quando
diz respeito a selecdo de espécies de plantas para possiveis uso na fitorremediacdo. A
fitorremediacdo consiste na introducao de vegetagao no solo (Baker et al., 1994) mediante
diferentes técnicas como a fitoextragdo e fitoestabilizacdo. Na fitoextragdo a planta absorve
o contaminante, translocando-o e acumulando na parte aérea, com a retirada da planta do
local contaminado (Salte et al., 1995), enquanto que a fitoestabilizagdo consiste no uso de
plantas para imobilizar contaminantes no sistema solo-planta, visando reduzir a
biodisponibilidade destes e prevenir sua entrada nas aguas subterrdneas ou na cadeia
alimentar (Accioly & Siqueira 2000), desta forma, tornando os contaminantes menos
nocivos ao ecossistema.

Um dos requisitos basicos para o sucesso de qualquer técnica de revegetacao ¢
encontrar plantas tolerantes aos contaminantes. Estudo sobre a viabilidade de espécies
arboreas para a reabilitagdo de areas contaminadas por metais pesados, tem merecido
destaque, por causa da maior imobilizacdo destes na matéria seca vegetal, por periodos
mais longos (Eltrop etal.,, 1991). No entanto, existem evidéncias de que as plantas
herbaceas possuem maior tolerancia ao excesso de metais no solo do que as arboreas.

Este trabalho teve como objetivos avaliar a producdo de matéria seca, teores,
acumulo e distribuicdo de arsénio em raizes, caule e folhas de plantas de feijao guandu
(Cajanus cajan (L.) Millsp), sesbania (Sesbania virgata Cav.), leucena (Leucaena
leucocephala L.), bem como, suas potencialidades para ser utilizadas em programas de

fitorremediacdo e/ou revegetacao de areas contaminadas com arsénio.

MATERIAL E METODOS

Amostras subsuperficiais de um Latossolo Vermelho Amarelo (LVA) (Tabela 1)
coletada na regido de Jodo Pinheiro-MG, foram destorroadas, peneiradas (4 mm) e

incubadas por 15 dias com As nas concentracdes de 0; 50; 100 e 200 mg dm™, na forma de
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arsenato de sodio (Na,HAsQO,). Testes preliminares realizados com amostras do solo
incubadas por 15 dias com as doses de 50, 100 e 200 mg dm™ de As, resultaram em
disponibilidade de 12,7; 27,4 ¢ 58,9 mg dm’ respectivamente, de As pelo extrator Mehlich
3.

Quanto ao uso do arsenato de sédio como fonte de As, testes preliminares foram
realizados para verificar o efeito deste sobre algumas espécies vegetais, conforme descrito

no capitulo 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas ¢ fisicas da amostra de LVA utilizada na condugdo do

experimento
pH H,0 As- PV K" Ca”™ Mg* A" H+AlY M.O
P-rem
rem
L.mgL' mgdm®..... e, emoledm™......ove dag kg!
52 26,29 27,82 1,1 25 0,00 0,00 1,32 45 2,01
Areia grossa® Areia fina” Silte”  Argila® Dens. Aparent " Classe textural Equiv. Umidad”
................................... S kg kg
40 17 2 41 1,29 Argilo-arenoso 0,132

1/ Extrator Mehlich I (Mehlich, 1978); 4/ Extrator KCl mol/L; 5/ CTC a pH 7,0 extraida com acetato de calcio 1 ml L™
6/ Método da pipeta (EMBRAPA, 1997); 7/ EMBRAPA (1997); LVA - Latossolo Vermelho ¢ Amarelo; P-rem — Fésforo
remanescente ¢ As-Rem- arsénio remanescente do solo, conforme Alvarez et al. (2001) e Ribeiro Jr (2002),
respectivamente.

Apos o periodo de incubagido, amostras de 1,39 dm® de solo foram acondicionadas
em vasos plasticos e semeadas as espécies de Cajanus cajan L. Millsp (feijdo guandu),
Sesbania virgata Cav. (sesbania) e Leucaena leucocephala L. (leucena), mantendo-se trés
plantas/vaso no oitavo dia ap6és a emergéncia. Em virtude de garantir o adequado
suprimento de N as plantas e por ndo se conhecer o efeito do arsénio sobre as estirpes de
rizobio, optou-se, neste estudo, pela nao inoculagdo das sementes com bactérias fixadoras
de N, atmosférico.

A adubacdo com macronutrientes foi realizada aos nove dias ap6s a emergéncia, na
forma de solugdes, contendo 60 mg dm™ de N (fosfato de aménio e nitrato de aménio), 100
mg dm™ de P (fosfato de aménio, célcio e de potassio), 100 mg dm™ de K (fosfato de
potassio) e 50 mg dm™ de Mg (sulfato de magnésio). A adubagio nitrogenada foi parcelada

em 2 aplicagdes; aos nove e 35 dias apds emergéncia para todas as espécies.
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As adubagdes com micronutrientes foram realizadas na forma de solugdes, as quais
foram parceladas eqiiitativamente em quatro aplicacdes (15, 30, 45 e 60 dias apds a
emergéncia), nas doses totais de 0,81; 3,66, 4,00; 1,33; 0,15 ¢ 1,56 mg dm? de B, Mn, Zn,
Cu, Mo ¢ Fe, respectivamente (Alvarez, 1974).

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdao, num delineamento em blocos
casualizados com trés repeti¢des. Durante o periodo experimental as temperaturas variaram
de 20,4 a 31,3 °C e a média mensal da umidade relativa variou de 69,0 a 49,8 %.

Aos 90 dias apos a semeadura as plantas foram avaliadas quanto a altura e didmetro
do colo e cortadas ao nivel do solo. Em seguida, divididas em folhas jovens (FJ), folhas
intermediarias (FI), folhas basais (FB), caule (C), e raizes (R). Para a separacdo dos
diferentes tipos de folhas, consideram-se folhas jovens as folhas tenras, ndo expandidas
completamente mais os brotos, ja as folhas basais aquelas maduras e em estagio de
senescéncia (amareladas) e folhas intermedidrias as demais. Para determinagdo do peso de
raizes e determinagdo dos teores de As, as mesmas foram lavadas com agua de torneira até
a retirada completa do solo (com auxilio de peneiras para ndo haver perda de raizes), e
apods esse procedimento permaneram por aproximadamente 1 minuto em solugdo a 0,1 mol
L' de HCI, seguida de varios enxagiie com 4gua deionizada.

Para determinagcdo do peso da matéria seca, as diferentes partes da planta foram
secas em estufas de circulagdo forcada de ar, a 60-70 °C, até peso constante
(aproximadamente 72 h).

Para determinar a concentracdo de As nas diferentes partes das plantas, amostras de
1,00 g de material seco e finamente triturado foram submetidas a digestdo nitrico-
perclorica 3:1 (Tedesco et al., 1995). As amostras foram levadas para bloco digestor
controlando a temperatura: inicialmente de 50 °C, por aproximadamente 30 minutos; 100
°C, por mais 30 minutos e finalmente entre 160 a 180 °C até completar a digestdo. A
dosagem dos teores de arsénio nos extratos de plantas e As disponivel no solo (Mehlich 3)
foram realizadas por espectrometria de emissdo atomica, com plasma induzido em argonio
(ICP/AES). Foi utilizado um padrao de referéncia de As, GBW07603 composto por ramos
¢ folhas de arbustos cultivadas em arecas de mineragdo de zinco e chumbo na China,
adquirida do Institute of Geophysical and Geochemical Exploration-Langtang-China.

Em funcdo da quantidade acumulada de As nos diferentes compartimentos das
plantas, as espécies foram classificadas quanto ao carater de tolerancia ou de acumulacdo

de As. Por meio de andlise de regressdo, considerando-se a matéria seca da parte aérea
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produzida em funcao das doses de As aplicadas, foram estipuladas as doses de As que
proporcionaram a redugdo de 50 % da matéria seca produzida em relagdo a planta-controle.

Através da analise de regressdo dos teores de As disponiveis no solo, em fungdo
das doses de As aplicadas, foi estimado o teor de As disponivel no solo que proporcionou a
reducdo de 50 % da matéria seca produzida (TC).

Os contetidos de As nas raizes, na parte aérea e o total foram calculados com base
nos teores e nas producdes de matéria seca. Por meio da quantidade acumulada, calculou-
se o indice de translocagdo do As, de acordo com Abichequer & Bohnen (1998), pela
seguinte equagao:

IT (%) = Quantidade de As acumulada na parte aérea (folhas + caule) x 100
Quantidade de As acumulada na planta

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas de fitotoxidez, producéo de matéria seca, didmetro e altura de planta

Lesdes foliares devido a toxidez causada pelo As foram observadas apenas nas
plantas de feijio guandu, quando submetidas a dose de 200 mg dm™, com apenas duas
semanas de exposi¢do apOs a emergéncia, apresentando folhas com clorose internerval,
seguida de murchamento e necrose (Figura 1). As respostas apresentadas pelo feijao
guandu o caracterizam como espécie sensivel ao arsénio podendo, possivelmente, ser

utilizada como planta bioindicadora de efeitos em areas contaminadas por As.

Figura 1. Sintomas de toxicidade (1) e influéncia no desenvolvimento (2) de plantas de
feijdo guandu aos 30 dias apds a semeadura.

A producdo de matéria seca das plantas de feijdo guandu foi significativamente

afetada pelas doses de As aplicadas, causando redugdo em todas as varidveis de
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crescimento avaliadas. Foi observada reducao de 74 %, 75 % e 8 % para matéria seca da
parte aérea, raizes, didmetro (Figura 2 e 3), respectivamente, quando submetida a dose de
100 mg dm™, em relagdo ao controle.

A toxidez por arsénio pode ocorrer pela inibi¢do de varias enzimas da mitocondria
e desativacao da fosforilagao oxidativa, o que causa prejuizos na respiragdo celular. Grande
parte da toxicidade do arsénio resulta de sua capacidade de interagir com os grupos
sulfidricos das proteinas e enzimas, e também da capacidade de substituir o fosforo em
varias reagdes (Goyer, 1996).

As plantas de leucena e sesbania foram resistentes a todas as doses de As testadas,
nao apresentando lesdes foliares durante o periodo experimental. As plantas de leucena
apresentaram reducdes na producdo matéria seca da parte aérea, raizes e total e na altura da
ordem de 36 %; 27 %; 33 % e 29 %, respectivamente, com a dose de 200 mg dm em
relacdo ao controle. Ja as plantas de sesbania a reducdo observada foi maior, da ordem de
47 %; 34 %; 45 % e 23 %, respectivamente, para a matéria seca da parte aérea, raizes, e
total e altura (Figuras 2 e 4).

Interessante notar que a maior producdo de matéria seca de raizes e total pelas
plantas de leucena foi observada quando essas foram submetidas 4 dose de 50 mg dm™
(Figura 2). Este comportamento corrobora com os observados por alguns autores, em que
algumas espécies podem apresentar maior crescimento, quando submetidas a baixas
concentragdes de arsénio disponivel (Ma et al., 2001).

O diametro de colo das plantas de leucena e sesbania quando submetidas as doses
de 50 e 100 mg dm™ apresentaram comportamento semelhante ao da planta-controle,
porém com uma ligeira reducdo quando submetidas a dose de 200 mg dm™. De modo
geral, mesmo com o retardamento do crescimento e reducdo na producdo de matéria seca
das plantas, observou-se uma tendéncia para que os valores de diametro nas plantas de
sesbania fossem menos alterados em relacao as plantas de leucena.

Um fato interessante observado nas plantas de sebania quando submetidas a dose de
50 mg dm™ de As, foi a presenca da nodulos, mostrando assim, possivel tolerancia de
bactérias fixadoras de N, atmosférico, o que pode ter favorecido a tolerancia dessa espécies
ao As, isso pode possibilitar estudos posteriores sobre a eficiéncia da nodulagdo na

presenca de As para essa espécie.
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Figura 2. Matéria seca da parte aérea (MSPA), raizes (MSR) ¢ total (MST) de sesbania
(1), leucena (2) e feijao guandu (3) em solo contaminado com arsénio. ** e *
efeito significativo de doses a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente.

68



Para altura de planta de feijao guandu foi observada redugdo de até 55 % (Figura 3),
na dose de 100 mg dm™, quando comparada ao controle. As plantas de sesbania tiveram a

altura menos influenciada que as demais espécies, apresentando rapido crescimento.
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Figura 3. Altura de planta de feijado guandu (...#), leucena ( __A) e sesbania (_ _0) em
solos contaminado com As. * * e * efeito significativo a 1 % e 5 % de
probabilidade, respectivamente pelo teste F.
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Figura 4. Altura de planta de feijao guandu (...#), leucena ( __ A) e sesbania (_ _0O) em
solos contaminado com As. ** efeito significativo a 1 % de probabilidade pelo
teste F.
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Teores e conteudos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas

O aumento das doses de As influenciou de forma significativa (p < 0,01) os teores
de As nas diferentes partes das plantas, para todas as espécie estudadas (Tabela 2). A
analise de regressao permitiu ajustes de modelos raiz quadrada e quadratico para os teores
e conteudo de arsénio nas diferentes partes das plantas (Tabela 3), com excecdo dos teores
de As em folhas jovens de leucena, que apresentou resposta linear.

De modo geral, a concentragdo de arsénio nas diferentes partes das plantas para as
trés espécies, ocorreu no sentido acrépeto (de baixo para cima). Os maiores teores de As
foram encontrados nas raizes de plantas de leucena e sesbania (Tabela 2). Esses resultados
estdo de acordo com os trabalhos de Pickering et al. (2000), porém divergem daqueles
encontrados em plantas hiperacumuladoras como Pteris vittata (Ma et al., 2001) e
Pityrogramma calomelano (Vissottiviseth et al.,, 2002) que apresentaram maiores

acumulos em suas folhas.

Tabela 2. Teores de arsénio em folhas jovens (FJ), folhas intermediarias (FI), folhas basais
(FB), caule (C), e nas raizes (R) em plantas de feijao guandu, leucena e sesbania
em resposta a diferentes doses de arsénio

ESPECIES DOSES FJ Fl FB C R
Mg dm™ e MEKE ™ o,
Feijdo guandu 0 * * * * *
50 7,31 7,30 12,20 26,23 14,12
100 7,19 7,19 23,80 38,84 56,44
200 12,08 13,64 55,05 83,09 87,10
CV (%) 10,96 9,94 2,95 6,04 5,91
Leucena 0 * * * * *
50 0,00 2,49 5,78 0,65 92,61
100 0,49 2,81 8,43 1,26 267,45
200 0,57 3,01 5,78 1,01 284,93
CV (%) 18,17 13,06 5,59 9,61 3,44
Sesbania 0 * * * * *
50 3,44 7,19 6,79 1,65 254,79
100 4,99 12,72 17,14 2,95 466,17
200 4,46 17,22 29,73 2,97 772,15
CV (%) 4,04 2,47 4,56 7,41 2,64

* Concentragdes abaixo do limite de detecgdo pelo método de dosagem (ICP/AES)

Os teores de As em folhas jovens e intermediarias de feijao guandu apresentaram
valores semelhantes na dose de 200 mg dm™ (Tabela 2). Em folhas basais e no caule os

teores alcangaram valores de 55,05 e 83,09 mg kg™ de arsénio, respectivamente, na dose de
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200 mg dm™. Os teores de As nas raizes de feijio guandu foram relativamente baixos
quando comparada com os valores encontrados nas plantas de leucena e sesbania com
87,10 mg kg na dose de 200 mg dm™. De modo geral, os teores de As nos diferentes
compartimentos Fj, FI, FB e C de feijao guandu foram relativamente elevados aos
observados com o limite considerado normal em plantas (limite de 5 mg kg'). Essa
distribuicdo reflete a baixa tolerancia da espécie ao metaldide, com reduzida retengdo nas
raizes e ocasionando maior dano a parte aérea. Este comportamento sugere a inexisténcia
de um mecanismo efetivo de controle interno, que evite a translocacdo do metaloide para
os tecidos da parte aérea, reduzindo a producdo de matéria seca e, conseqlientemente,
elevando sua concentracdo naquele compartimento.

As folhas de leucena apresentaram teores relativamente baixos, principalmente em
folhas jovens (Tabela 2). Os maiores teores de As foram constatados nas doses de 200
(3,00 mg kg™') e 100 mg dm™ (8,43 mg kg) para FI e FB, respectivamente. No caule os
maiores teores foram constatados na dose de 100 mg dm™ (1,26 mg kg™), com uma ligeira
redugio na dose de 200 mg dm™ (1,01 mg kg™). Para o acumulo de As na parte aérea,
raizes e em toda a planta ajustaram-se modelos raiz quadrada e quadratica (Tabela 3), com
valores da ordem de 0,09; 0,88 ¢ 0,97 mg vaso’, para a dose de 100 mg dm’ (Tabela 4).

Para os teores de As em folhas jovens, intermediarias e basais de plantas de
sesbania houve efeito altamente significativo (p < 0,01), sendo que os maiores teores foram
encontrados nas doses de 100 mg dm™ (4,98 mg kg™') para FJ e na de 200 mg dm™ para FI
(17,22 mg kg') e FB (29,73 mg kg') (Tabela 2). No caule houve resposta tipo raiz
quadrada (Tabela 3), sendo que os maiores teores foram encontrados na dose de 100 e 200
mg dm™ com teores de 2,95 ¢ 2,97 mg kg™, respectivamente.

Os teores de arsénio nas raizes das plantas de sesbania foram relativamente
elevados chegando a 772,15 mg kg, na dose de 200 mg dm™. Esse valor chega a ser 13,11
vezes superior a concentracao de arsénio disponivel no solo e 154 vezes mais do que a
concentragdo em plantas normais (limite de 5,0 mg kg'). Algumas plantas podem
acumular niveis elevados de metais de 100 - 1000 vezes mais do que o nivel normal
acumulado pela maioria das espécies que ¢ de 0,1-5,0 mg kg™ (Wauchope, 1983).

Para plantas de sesbania houve resposta quadratica nos conteidos de As na parte
adrea, raizes e total (Tabela 3), em funcdo das doses de As. Os maiores conteudos de
arsénio foram constatados nas plantas submetidas a dose de 200 mg dm™, com valores de

0,47; 2,26 ¢ 2,73 mg vaso, respectivamente (Tabela 4).
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O maior acumulo de As no sistema radicular em relacdo ao transportados para a
parte aérea pode indicar a baixa capacidade de controle na absor¢cdo do metaldide e/ou
maior eficiéncia no controle na translocagdo, evitando que o As chegue aos tecidos
metabolicamente mais ativos da parte aérea (Figura 6). Este mecanismo pode estar
relacionado a sintese de fitoquelatinas que tem papel fundamental na desintoxicacdo de

arsénio em plantas (Sneller et al., 1999; Meharg & Hartley-Whitaker, 2002).

Tabela 3. Equacdes de regressdo dos teores " de As em folhas jovens (FJ), intermediarias
(FI), basais (FB), caule (C) e raizes (R), As disponivel no solo no final do
experimento (AsDispS) conteudo de arsénio na parte aérea (CAsPA), raizes
(CAsR) e total (CAsT) em plantas de feijao guandu, leucena e sesbania, em
resposta a diferentes doses de arsénio ™

ESPECIES | COMPARTIMENTOS EQUACAO DE REGRESSAO R?
Feijao FJ" ¥ =0,163+0,8910""Vx-0,0054""x 0,96
guandu FIV §=0,194+0,7183"x-0,0140""x 0,95

FBY ¥ = 0,269+0,2079""x+0,0003 x> 0,99
ch ¥ =1,634+0,4049"x 0,99
RY §=-3,778+0,5925"x-0,0007" x* 0,96
AsDispS? § = -4,189+0,3075"x 0,98
CAsPA? ¥ =0,001+0,0028""x-0,00001""x* 0,99
CAsR? ¥ = -0,003+0,0005 "x-0,000002""x* 0,85
CAsT? $=-0,002+0,0033"x-0,000013 x> 0,99
Leucena FJ § = -0,017+0,0032"x 0,80
FI ¥ = 0,003+0,4719"Vx-0,0189""x 0,99
FB §= 0,123+0,1267x -0,0005""x* 0,99
C § = -0,037+0,0192"x-0,00007 x> 0,98
R ¥ =-15,696+3,4891 "x-0,0097 " x* 0,95
AsDispS § = -0,082+0,0745 "x+0,00046" x> 0,99
CAsPA ¥ = -0,0003+0,0149""Vx-0,0007 "x 0,99
CAsR ¥ =-0,037+0,0121""x-0,00004""x* 0,96
CAsT ¥ =-0,034+0,0135""x-0,000046" x> 0,97
FJ §=-0,018+0,7565" Vx-0,0286" x 0,99
Sesbania FI ¥ =-0,043+0,1671""x-0,000403"x* 0,99
FB ¥ =-0,519+0,1804"x-0,000142"x* 0,99
C ¥ = -0,042+0,0430""x-0,000139""x* 0,99
R 9 =-1,965+213433""Vx+2,3851"x 0,99
AsdispS ¥ =0,051+0,0743""x+0,000609" x> 0,99
CAsPA ¥ =-0,010+0,00638 "x-0,000020""x* 0,98
CAsR ¥ =-0,016+0,0209""x-0,000048 "x* 0,99
CAsT ¥ =-0,021+0,0273""x-0,000068 "x* 0,99

™ ¢ significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
D Teores de arsénio (mg kg™)

2 As disponivel Mehlich 3 ap6s a coleta do experimento

% Contetdos de As (mg vaso™)

De modo geral foi possivel observar que as plantas de leucena e sesbania foram

tolerantes, crescendo satisfatoriamente em solos com elevada doses de As (Figura 5). As
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plantas de leucena e sesbania apresentam elevado potencial de acumulagao, principalmente
no sistema radicular, caracteristica que torna essas espécies com potencial para
fitoestabilizagdo de arsénio. No entanto, sdo necessdrios estudos mais conclusivos
considerando-se maior tempo de exposi¢do em condi¢des de campo, ou mesmo o plantio

de mudas em substratos contaminados.

Tabela 4. Contetdo de arsénio na parte aérea (CAsPA), raizes (CAsR), total (CAsT) e
arsénio disponivel no solo apos a coleta das plantas (AsDispS) em plantas de
feijdo guandu, leucena e sesbania em resposta a diferentes doses de arsénio

ESPECIES DOSES CAsPA CAsR CAsT ‘ As DispS
mg dm> e M VASO e, mg dm”
Feijdo 0 * * * *
guandu 50 0,12 0,01 0,13 5,41
100 0,17 0,03 0,21 26,83
200 0,13 0,02 0,15 58,62
CV (%) 19,10 14,63 17,59 7,68
Leucena 0 * * * *
50 0,08 0,43 0,51 4,56
100 0,09 0,88 0,97 12,10
200 0,07 0,72 0,79 34,39
CV (%) 5,42 5,06 4,70 4,80
Sesbania 0 * * * *
50 0,23 0,88 1,12 5,42
100 0,45 1,63 2,07 13,46
200 0,47 2,26 2,73 39,26
CV (%) 4,83 5,10 4,71 4,03

* Concentragoes abaixo do limite de detec¢do pelo método de dosagem (ICP/AES)

Quanto aos teores de As disponivel no solo apos a coleta das plantas (Mehlich 3),
houve efeito significativo (p < 0,01) das doses nos teores para todas as espécies estudadas
(Tabela 3). Porém, esta variagdo nos teores pode estar relacionadas a aplicagdo de
fertilizantes fosfatados no solo, e a maior eficiéncia do sistema radicular, ja que o acimulo
de arsénio foi proporcional ao desenvolvimento do sistema radicular das espécies.
Caracteristica importante relacionada a maior capacidade de absor¢do e acumulo de As
entre plantas acumuladoras e ndo acumuladoras ¢ o volume de sistema radicular produzido.

A espécie hiperacumuladora de arsénio “Chinese brake fern” (Pteris vitatta)
apresentou volume de sistema radicular quatro vezes superior ao de Nephrolepis exaltata
L. (ndo acumuladora de As) e acumulou 29 vezes mais As que essa (Gonzaga et al., 2005).

Estudos mostram que a adubagdo fosfatada pode resultar em aumento na disponibilidade
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de aproximadamente 77 % do arsénio (Peryea, 1998), em funcdo do deslocamento desses

dos sitios de adsor¢do pelos anions fosfatos (Creger & Peryea, 1994).

Figura 5. Plantas leucena (1) e sesbania (2) submetidas as doses crescentes de arsénio, aos
70 dias apos a semeadura.

Indice de translocacéo e teores criticos de As no solo

A translocacdo de As das raizes para a parte aérea nas plantas de feijao guandu foi
consideravelmente alta, apresentando efeitos altamente significativos (p < 0,01), sendo que
o maior indice (91,92 %) foi observado na dose de 50 mg dm™, seguida de 83,82 e 87,05 %
para as doses de 100 e 200 mg dm™, respectivamente (Figura 6).

A aplicacdo de doses crescentes de arsénio em plantas de leucena e sesbania
resultou em diferencas significativas (p < 0,01) na translocacdo deste para a parte aérea

(Figura 6). Assim, o IT de As em ambas as espécies foi relativamente baixo apresentando
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maiores indices nas doses de 50 e 100 mg dm™ com valores de 16,17 ¢ 9,59 %, para
leucena e 20,93 e 21,62 % para sesbania, respectivamente. A translocacdo de As, diante da
aplicacao de doses crescentes, pode ser estimulada ou inibida, dependendo da espécie
vegetal. Neste sentido, o conhecimento da distribui¢do do arsénio em plantas, permite
melhor avaliagdo sobre o potencial das espécies para programas de fitorremediagdo e/ou
revegetacdo, bem como, seus riscos ao ambiente, principalmente em relacdo a espécies

vegetal que possam entrar na cadeia trofica.
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Figura 6. Indice de translocagdo de arsénio em plantas de feijio guandu (...#), leucena (
___A)esesbania (__0O) em solos contaminado com As. ** efeito significativo a
1 % de probabilidade, pelo teste F.

Para discriminar melhor o comportamento das espécies, estimou-se, por regressoes,
o teor critico de arsénio disponivel no solo (TC), necessario para reduzir em 50 % a
matéria seca da parte aérea e de raizes (Tabela 5). Esse indice mostra a influéncia que a
contaminagdo exerce sobre as plantas (Soares, 1999). O TC de arsénio para reducao de
matéria seca em plantas de feijdo guandu foi muito baixo tanto para matéria seca de raiz
quanto para parte aérea, indicando que essa espécie ¢ sensivel aos efeitos de toxicidade do
As. Alguns estudos mostram que teores de As solivel variando de 1 a 10 mg kg™ parecem
ser fitotoxicos para grandes culturas como feijdo, alfafa e arroz (Bischop & Chisholm,
1962). Estudos tém constatado que um teor disponivel de 26,9 mg dm™ j4 seria suficiente
para causar morte de plantas de sorgo (Ribeiro Jr. 2002).

Nas espécies leucena e sesbania, os TC foram relativamente elevados (Tabela 5). A
TCsov raiz Obtido para sesbania ¢ cerca de 92 vezes superior a requerida pelo feijao guandu.

Este resultado reforca essa espécie como tolerante ao arsénio. Essa diferenca de
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comportamento entre as espécies pode ter base genética ou fisioldgica, como a possivel
existéncia de fitoquelatinas presente nas raizes, capazes de complexar e transportar o As

para o vacuolo, evitando assim, a toxidez das plantas (Ma et al. 2001).

Tabela 5. Teores criticos de arsénio disponivel (Mehlich 3) no solo necessario para reduzir
em 50 % a producdo de matéria seca de raizes e parte aérea de feijao guandu,
leucena e sesbania cultivadas em amostras de um LVA de Joao Pinheiro, MG

TEOR CRITICO Feijdo guandu Leucena Sesbania
NO SOLO
mg dm”™
DT Cs09% raiz 3,46 70,20 317,60
TCSO% parte aérea 2,27 74,92 66,99

D" Teor critico de As no solo para reduzir em 50 % a produgio de matéria seca

CONCLUSOES

As espécies apresentaram respostas diferenciadas em funcdo das doses de As
aplicadas ao solo. Leucena e sesbania apresentam elevada tolerancia, enquanto o feijdo
guandu mostrou-se muito sensivel a presenca de As. Os teores de arsénio nas raizes da
sesbania foram bastante elevados, sugerindo um eficiente mecanismo de
compartimentalizacdo, a fim de reduzir a translocacdo do metaldide aos tecidos jovens da
parte aérea.

O feijdo guandu por ser uma espécie sensivel apresenta potencial para ser utilizada
como planta bioindicadora de As, enquanto as outras duas espécies mostram bom potencial

para programas de fitoestabilizagao.
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CAPITULO 4

POTENCIAL DE ESPECIES DE EUCALIPTUS PARA A
FITORREMEDIACAO DE SOLO CONTAMINADO POR ARSENIO

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar o crescimento e absor¢cao de As por mudas de
Eucaliptus grandis Hill ex Maiden, E. cloeziana F. Muell, E. urophylla S.T. Black e
Corymbia citriodora Hill & Johnson (Eucalyptus citriodora Hook) submetidas por 90 dias,
a amostras de solo com doses crescentes de arsénio (0, 50, 100, 200 e 400 mg dm™ de As),
na forma de arsenato de sddio (Na,HAsO4). Apo6s 30 dias de exposi¢ao aos tratamentos, E.
cloeziana exibiu pontuacdes arroxeadas nas folhas basais com clorose internerval seguida
de necrose. Além desses sintomas, E. cloeziana apresentou morte das gemas apicais €
acentuada queda de folhas, na dose de 400 mg dm™. O aumento das concentragdes de
arsénio no solo reduziu significativamente a producao de matéria seca de raizes e da parte
aérea de todas as espécies estudadas, com excegdo da C. citriodora. O E. grandis teve um
aumento de 20,5 % na producio de matéria seca de raizes na dose de 50 mg dm™, quando
comparada com a do controle. Nao houve efeito significativo dos tratamentos sobre a razdo
raizes/parte aérea (R/PA) para E. grandis, mas para o E. cloeziana houve aumento
significativo com o aumento das doses. Para todas as espécies, os maiores teores de As
foram observados no sistema radicular, com maiores valores para E. cloeziana (305,72 mg
kg') na dose de 400 mg dm>. O maior acumulo de As foi observado nas plantas E.
grandis. Ja os teores criticos de As no solo e na parte aérea das plantas para reduzir em 50
% a produg¢do de matéria seca foram elevados para todas as espécies. No entanto, os
valores encontrados para a parte aérea foram aproximadamente trés vezes maiores em
relacdo ao teor critico no solo. A espécie E. cloeziana foi a que apresentou menores teores
criticos tanto no solo quanto na planta, indicando que essa espécie ¢ sensivel ao As em

concentragdes muito elevadas.

Palavras chave: Fitorremediacdo, Arsenato,Toxicidade, Eucaliptus grandis, E. cloeziana
E. urophylla, Corymbia citriodora
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ABSTRACT

This study aimed to characterizer the growth and arsenic absorption by seedlings
of Eucaliptus grandis Hill ex Maiden, E. cloeziana F. Muell, E. urophylla S.T. Black e
Corymbia citriodora Hill & Johnson (Eucalyptus citriodora Hook) submitted, for 90 days,
to soil samples with crescents doses of sodium arsenate (0; 50; 100, 200 and 400 mg dm’
of As), in the form of (Na,HAsO,). After 30 days of treatments exposition, E. cloeziana
showed bottom leaves with purple points, internerval clorose, followed by necrosis. Over
there these symptoms, E. cloeziana showed death of apical gems and intensive leaves fall
at the 400 mg dm™ dose. The increases of soil arsenic concentration reduced significantly
roots and shoot biomass of all species, with exception of C. citriodora. E. grandis showed
increase of 20.5 % to root biomass between control plants and submitted to the lower
doses. There was no significant effect of treatments on roots/shoot ratio (R/PA) to E.
grandis, but to E. cloeziana, the effect was significant and positive. To all species the
higher content of arsenic were observed in the roots systems, with the highest value to E.
cloeziana (305.72 mg kg') at the 400 mg dm™ doses. Plants of E. grandis showed the
highest accumulation of arsenic. The critical As content in the soil and shoots to reduce
50% of dry biomass were high to all species. However, the observed values to shoot were
three times higher than the soil critical content. E. cloeziana showed the lowest values of
soil and shoot critical As content, indicating that this specie is sensible to As in

concentrations very raised.

Key words: phytoremediation, arsenate, Toxicity, Eucaliptus grandis, E. cloeziana E.
urophylla, Corymbia citriodora

INTRODUCAO

A destruicdo da cobertura vegetal em areas contaminadas agrava a degradacao do
solo, promovendo erosdao hidrica e edlica e a lixiviagdo dos contaminantes para o lengol
fredtico, desencadeando progressivo grau de contaminagdo de outras areas. A recuperagao
desses ambientes exige estudos de diversas naturezas sobre o solo, a vegetacdo e a agua
(Cunningham et al., 1996) e se tratando de revegetacdo, basea-se em encontrar plantas
tolerantes aos contaminantes. Estudo sobre a viabilidade de espécies arboreas para a
reabilitacdo de 4reas contaminadas por metais pesados tem merecido destaque por causa da
maior imobiliza¢dao destes na matéria seca vegetal por periodos mais longos (Eltrop et al.,
1991).
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O destino de metais pesados adicionados ao solo, incluindo sua mobilidade e
reacdes no solo, e sua subseqiiente absorcdo pelas plantas e impacto na vegetacdo, sio
cruciais para a saude humana (Cotrim, 1995). No caso de espécies arboreas, o
conhecimento dos padrdes de absorgdo, translocacdo e acumulo de ions metalicos, com
estabelecimento dos limites de tolerancia, permitem o desenvolvimento de técnicas para a
fitorremediacdo de 4reas contaminadas por tais elementos (Kahle, 1993).

Estudos da fitotoxidez de metais pesados no crescimento e absor¢cao mineral de
espécies de eucalipto foram recentemente desenvolvidos com Zn, Cu e Cd (Soares et al.,
2000; 2001; 2005), havendo caréncia destes em outros elementos potencialmente toxicos,
como ¢ o caso do As.

Poucos sdo os estudos relacionados com a influéncia da presenca de As sobre a
tolerancia, absor¢do e translocacdo do As em plantas arboreas, as quais sdo amplamente
estudadas em ambientes contaminados com outros metais. Dessa forma, devem-se
desempenhar esfor¢os no sentido de conhecer as conseqiiéncias da aplicagdo e da
contaminagdo por As, ndo s6 em termos de sobrevivéncia das plantas, mas quanto aos seus
efeitos sobre a translocacdo deste elemento, fator essencial para a selecdo das espécies
vegetais com fins de fitorremediacao.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento, teores, acimulo e
distribuicdo de arsénio em diferentes partes das plantas de Eucaliptus grandis Hill ex
Maiden, E. cloeziana F. Muell, E. urophylla S.T. Black e Corymbia citriodora Hill &
Johnson (Eucalyptus citriodora Hook), bem como, o potencial dessas para uso em

programas de fitorremediacao de areas contaminadas por arsénio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa — UFV, utilizando plantas de FEucaliptus grandis, E.
cloeziana, E. urophylla ¢ Corymbia citriodora. As mudas foram produzidas em viveiro do
setor de Silvicultura-UFV, usando tubetes com substrato contendo vermiculita + p6 de
serragem na propor¢ao 3:1 e, quando apresentaram, em média, quatro pares de folhas
definitivas (dois meses apos a semeadura), foram conduzidas para casa de vegetacdo, onde

permaneceram por um més para aclimatagao.
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Amostras subsuperficiais de um Latossolo Vermelho-Amarelo (LVA) (Tabela 1)
coletadas na regido de Jodo Pinheiro-MG, foram destorroadas, peneiradas (4 mm) e
incubadas por 15 dias (80 % de umidade) com diferentes doses de arsénio nas
concentragdes de 0; 50; 100; 200 e 400 mg dm?, na forma de arsenato de sodio
(NasHAsQy4). Testes preliminares indicaram que a disponibilidade foi de 12,9; 26,8; 58,7 e
128,8 mg dm™, respectivamente, de As pelo extrator Mehlich-3.

Quanto ao uso do arsenato de s6dio como fonte de As, houve preocupacdo com a
entrada de sodio no sistema, confome Capitulo 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas ¢ fisicas da amostra de LVA utilizada na condugdo do

experimento
pH H,0 As- P K Ca®™* Mg** A" H+AI M.O
P-rem rem
L.mgL'... . mgdm®..... e, emoledm™.......oooan. dag kg
5,20 26,29 27,82 1,10 25 0,00 0,00 1,32 4,50 2,01
Areia grossa® Areia fina®” Silte”  Argila® Dens. Aparent”  Classe textural Equiv. Umidad”
................................... D0ttt kg kg
40 17 2 41 1,29 Argilo-arenoso 0,132

P e K disponiveis: Extrator Mehlich I; Ca, Mg e Al trocéaveis: Extrator KCl mol/L; CTC a pH 7,0 extraida com acetato
de calcio 1 ml L™'; Analise textural pelo método da pipeta (EMBRAPA, 1997); Eq. Umidade: EMBRAPA (1997); P-rem
— Fosforo remanescente e As-Rem - arsénio remanescente do solo, conforme Alvarez et al. (2001) e Ribeiro Jr (2002),
respectivamente.

Apos o periodo de incubagdo, amostras de 1,94 dm’® de solo foram acondicionadas
em vasos plasticos. Aos trés meses apds a germinagdo as mudas foram padronizadas
quanto a altura e vigor, em seguida retirou-se o excesso do substrato e realizou-se o
transplantio colocando uma planta por vaso (Figura 1). As unidades experimentais (vasos)
foram dispostas em um delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes. Durante
o periodo experimental as temperaturas variaram de 22,4 a 38,3 °C e a variagdo mensal da

umidade relativa foi de 70,0 a 38,6 %.
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Figura 1. Vista geral do experimento no dia do transplantio das mudas de eucaliptos.

A adubagdo com macro e micronutrientes foi realizada na forma de solugdes, as
quais foram parceladas eqiiitativamente em trés aplicagdes, sendo a primeira no dia do
transplantio, a segunda aos 30 dias e a terceira aos 65 dias apoOs o transplatio. A adubagado
com macronutrientes constou da aplicagio de 100 mg dm™ de N (fosfato de aménio e
nitrato de aménio), 150 mg dm™ de P (fosfato de aménio, fosfato de calcio e fosfato de
potassio), 100 mg dm™ de K (fosfato de potassio), 150 mg dm™ de Mg (sulfato de
magnésio), 16 mg kg de S (sulfato de magnésio). Quanto aos micronutrientes foram
aplicadas doses totais equivalentes a 0,81; 3,66, 4,00; 1,33; 0,15 e 1,56 mg dm? de B, Mn,
Zn, Cu, Mo e Fe, respectivamente (Alvarez, 1974).

Ao longo do periodo experimental as mudas foram irrigadas diariamente conforme
a necessidade da cultura. Aos 0, 30, 60 e 90 dias ap6s o transplantio foram determinadas a
altura e o diametro das plantas. A area foliar foi obtida por meio da utilizagdo de um
medidor de areas foliar LI-COR.

Apobs 90 dias de exposicdo ao As, as plantas foram cortadas ao nivel do solo e
separadas em folhas jovens (FJ), folhas intermedidrias (FI), folhas basais (FB), caule (C),
ramos (Ra) e raizes (R). Para a separacdo dos diferentes tipos de folhas, consideraram-se
folhas jovens as folhas tenras, ndo expandidas completamente, mais os brotos; ja as folhas
basais foram aquelas maduras e em estagio de senescéncia (amareladas) e folhas
intermedidrias as demais. As raizes foram lavadas com agua de torneira até a retirada
completa do solo, e apds esse procedimento permaneceu por aproximadamente 1 minuto
em solucdo a 0,1 mol L' de HCI, seguida de varios enxagiie com agua deionizada.

Para determinacdo do peso de matéria seca, as plantas foram secas em estufa com

circulacao de ar a 65°C até peso constante, seguidas de pesagem e moagem, em moinho
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tipo Willey equipado com peneira com malha de 0,38 mm. Além do peso de matéria seca
da parte aérea (caule + folha+ ramos) e raizes, foi calculada a razdo entre a matéria seca de
raiz e da parte aérea (R/PA).

Para determinar a concentracdo de As nas diferentes partes das plantas, amostras de
1 g de material seco e finamente triturado foram submetidas a digestdao nitrico-perclérica
(Tedesco et al., 1995), em bloco digestor, controlando-se a temperatura: inicialmente 50
°C, por aproximadamente 30 minutos; 100 °C, por mais 30 minutos e permaneceu entre
160 a 180 °C até completar a digestdo. A quantificacdo dos teores de arsénio nos extratos
de plantas e As disponivel no solo (Mehlich 3) foram realizadas por espectrometria de
emissao atémica, com plasma induzido em argonio (ICP/AES), no comprimento de onda
de 193 nm. Para fins de avaliacao da eficiéncia do método de determinagcdo de As em
material vegetal foi utilizado um padrao GBW07603 de referéncia de As, composto por
ramos ¢ folhas de arbustos cultivadas em areas de mineracdo de zinco e chumbo na China,
adquirida do Institute of Geophysical and Geochemical Exploration-Langtang-China.

Em funcdo da quantidade acumulada de As nos diferentes compartimentos das
plantas, as espécies foram classificadas quanto ao carater de tolerdncia, em espécies com
potenciais para fitoestabilizacdo (tolerantes e acumuladoras de arsénio nas raizes) e
fitoextragdo (espécies tolerantes e acumuladoras de arsénio na parte aérea). As espécies
foram consideradas acumuladoras, quando as concentracdes nas raizes e parte aérea foram
superiores a concentragdo do solo (Accioly & Siqueira, 2000). Por meio de andlise de
regressao, considerando-se a matéria seca da parte aérea produzida em fun¢do das doses de
As aplicadas, foram estipulados os teores criticos de As na planta (TC) que
proporcionaram a reducdo de 50 % de matéria seca produzida em relagdo as plantas
controle. Substituindo-se os valores de TC na planta na equacdo de teores de As
disponiveis no solo com 15 dias de incubagdo (§ = -3,3525+0,3252x R* = 0,99), foi
estimado o teor critico (TC) de As disponivel no solo que proporcionou a redugdo de 50 %
da matéria seca produzida. Por meio do acimulo de As, calcularam-se os indices de
translocagdo (IT) desse elemento pela razdo entre a quantidade acumulada na parte aérea,

raizes e total e a quantidade acumulada na planta (Abichequer e Bohnen, 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintomas de fitotoxidez e producao de matéria seca das plantas

Verificou-se que apenas as plantas de E. cloeziana exposta a maior dose de As
apresentaram lesdes foliares, resultante da toxicidade ao As aos 8 dias de exposicao,
apresentando folhas basais arroxeadas com clorose internerval, seguida de necrose (Figura
2), sintomas tipicos de toxidez por As (O’Neil, 1990). Baseada nos sintomas de fitotoxidez

constata-se que, dentre as espécies estudadas, o E. cloeziana demonstrou ser a menos

tolerante.

Figura 2. Evolugao de sintomas de toxicidade ao As em folhas de E. cloeziana.

Contudo, devido ao grande intervalo existente entre as doses fazem-se necessarios
estudos complementares para determinacdo da dose méxima de tolerdncia para esta
espécie, que provavelmente, deva estar entre 200 a 400 mg dm™. As espécies E. grandis,
E. urophylla e C. citriodora demonstraram ser tolerantes suportando doses elevadas de As,
sem a manifestacdo de lesdes foliares (Figura 3). O que ¢ comprovado pelas maiores doses

criticas encontradas ao solo para essas espécies, conforme sera discutido adiante.
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Figura 3. Plantas de E. grandis (1), E, cloeziana (2), E. urophylla (3) e C. citriodora (4)
submetidas as doses crescentes de arsénio, aos 90 dias.
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A tolerancia, definida como a capacidade da planta em conviver com excesso de
contaminantes em seus tecidos, ¢ um aspecto fundamental na fitorremediacdo (Shaw,
1989). A toxicidade causada por As, possivelmente, possa ser explicada pela interferéncia
em varios processos fisioldgicos, provocando injirias nas membranas celulares, pela
ligacdo em grupos sulfidrilicos das proteinas de membrana e pela inducao de peroxidacao
de lipidio (Goyer, 1996). A toxidez por As também pode ser resultante em estresse
oxidativo, por meio da geragdo de espécies reativas de oxigénio, como O,, H,O, e HO.
Em condi¢des de toxidez, podem ser ativados alguns mecanismos protetores, como o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, entre as quais peroxidase, catalase e
superoxido dismutase, que podem aumentar a tolerancia das plantas ao estresse (Salisbury
& Ross, 1992).

De modo geral, a producdo de matéria seca das diferentes espécies estudadas foi
influenciada significativamente (p < 0,01), com excec¢do da matéria seca radicular para C.
citriodora que nao variou com as doses de As aplicadas (Figura 4). Foi possivel constatar
ganho na produ¢do de matéria seca, de tal forma que o E. grandis apresentou maior
producdo de matéria seca, com ganho de matéria seca na parte aérea de 21 % e 8 %, nas
doses de 50 ¢ 100 mg dm™ e no sistema radicular de 5 % e 6 %, respectivamente. Sendo
que nas plantas de E. urophylla o ganho foi na ordem de 10 % na dose de 50 mg dm~, em
relacdo a planta controle. Esses resultados corroboram com os encontrados por Tu et al.,
(2002), que constataram aumento de até 107 % na producdo de matéria seca em plantas de
Pteris vittata quando submetidas as doses de 50 e 100 mg kg ' apds 12 semanas de
exposicao. Possivelmente o aumento na matéria seca dessas plantas tenha sido proveniente
da disponibilidade de fésforo, uma vez que o arsénio pode deslocar o fosforo adsorvido no

solo.
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cloeziana, E. urophylla ¢ C. citriodora submetidas a diferentes doses de

arsénio. ™

,¥* e * ndo significativo e significativo a 1 % e 5 % de probabilidade,

respectivamente.

88



A dose de 400 mg dm™ de As promoveu redugio da ordem de 31 %, 84 %, 61 % e
62 %, na produg¢dao de matéria seca da parte aérea, respectivamente para E, grandis, E.
cloeziana, E. urophylla e C. citriodora, quando comparado com a producdo de matéria
seca da planta controle (Figura 4). As plantas de E. cloeziana apresentaram maior redugao
na matéria seca da parte aérea, principalmente em funcdo da fitotoxicidade apresentada por
essa espécie, quando submetida a maior dose de As.

A detec¢do ou a avaliagdo de danos biologicos decorrentes da poluicdo quimica
pode ser feita, mediante alteragcdes nos processos bioquimicos e fisiologicos das plantas,
que podem resultar em produgdo, acumulacdo e ativagdo de compostos na forma de
enzimas ou metabolitos em resposta ao estresse, favorecendo assim, reducao na producao
de matéria seca e no crescimento radicular (Pandolfini et al., 1997; Hauschild, 1993).

A producdo de raizes variou entre as espécies estudadas, havendo redugdo
significativa (p < 0,01) para E. grandis, E. cloeziana ¢ E. urophylla, ajustando-se equagdes
do tipo linear e raiz quadrada (Tabela 2). A maior produc¢ao de matéria seca foi observada
nas plantas de E. grandis, seguida de E. urophylla com redugdo de 18 % e 38 %,
respectivamente, na dose 400 mg dm?, quando comparada com a planta controle.

Nao houve efeito de doses para a producdo de matéria seca nas plantas de C.
citriodora, quando submetidas a diferentes doses de As, o que pode estd relacionado a
mecanismos de tolerdncia da espécie a esse metaloide. A significativa reducdo observada
nas plantas de E. cloeziana, estar diretamente ligada ao estresse causado pelo As, fato este
também evidenciado na reducdo de matéria seca da parte aérea, principalmente na doses de
400 mg dm™, apresentando redugio de até 70 % quando comparada & produgdo de raizes
da planta controle (Figura 4).

O impacto que os metais pesados exercem na producdo de raizes depende da
sensibilidade da planta e da intensidade de contaminagdo, sendo consideradas espécies
tolerantes aquelas que apresentam produgao de raizes significativas em solos contaminados
(Punz & Sieghardt, 1993). A produgdo de raizes ¢ uma caracteristica importante quanto a
fitoestabilizagdo de areas contaminadas com metais pesados, pois protege o solo da erosao,
reduz a lixiviacdo, favorece a agregacdo e a atividade microbiana do solo (Caneiro et al.,
2002).

De modo geral, foi possivel observar que, entre as espécies estudadas, as plantas de
E. cloeziana demonstraram ser sensiveis ao As, com reduzida produg¢do de matéria seca,
quando submetida, principalmente na maior dose de As. No entanto, estudos adicionais

devem ser realizados para determinagdo dos teores maximos de tolerdncia. Espécies
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sensiveis como E. cloeziana poderd ser utilizada como bioindicadora de As no ambiente.
Porém, o emprego de plantas bioindicadoras de efeito, portanto, ndo pretende e nem
consegue substituir medi¢des de concentragdes ambientais de poluentes através de métodos
fisico-quimicos, mas fornece informacdes adicionais referentes aos efeitos sobre

organismos vivos (Arndt et al. 1995, Klumpp 2001).

Altura, diametro de plantas, area foliar e razdo R/PA

Todas as espécies estudadas apresentaram decréscimo significativo (p < 0,01) na
altura de plantas, com resposta tipo raiz quadrada e quadratica (Figura 5). A altura de
planta variou em todas as espécies e com as doses aplicadas, apresentando redugdo de 35
%, 44 %, 22 % e 36 %, para E. grandis, E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora,
respectivamente, na dose de 400 mg dm™ quando comparada com a planta controle. As
plantas de E. urophylla tiveram a altura menos afetada pela presenca do As, o que,
provavelmente, se deve ao fato de que este tenha sido pouco absorvido e translocado para
parte aérea, sugerindo a existéncia de um mecanismo efetivo de controle interno, que
controla tanto a absor¢cdo quanto a translocacdo do metaldide, para os tecidos da parte

aérea.
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Figura 5. Altura das plantas de E. grandis (...#), E. cloeziana ( __.), E. urophylla (__ A)
e C. citriodora ( ----0) submetidas a diferentes doses de As no solo. * * ¢ *
efeito significativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente pelo teste F.
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Embora com efeito significativo de dose, ao longo do periodo experimental
observou-se, elevado aumento na altura das plantas (Tabela 2) com o maior incremento
constatado no intervalo entre 30-60 dias apds o transplantio nas espécies E. grandis, E.
cloeziana e C. citriodora. As plantas de E. cloeziana, apds os 60 dias de exposi¢ao na dose
de 400 mg dm™, tiveram morte da gema apical das plantas, o que caracteriza essa espécie
sensivel a elevada doses de As. Porém, o E. urophyla, apresentou maior incremento entre
60 a 90 dias, chegando a apresentar ganho na altura de até 0,94 cm por dia na doses de 100
mg dm>. O incremento na altura das plantas de C. citriodora tem maior destaque,
chegando a um crescimento médio de 1,08 cm por dia na doses de 400 mg dm™, com 30 a
60 dias de exposic¢ao.

De modo geral, durante todo periodo experimental, as plantas tiveram um
incremento total em altura na ordem de 73 %; 96 % e 142 %, respectivamente, para E.
urophylla, E. grandis e C. citriodora na doses de 400 mg dm™, quando comparada com a
altura inicial (avaliagdo no dia do transplantio). Esse comportamento evidencia baixa
influéncia do As na altura das plantas, muitas vezes com até ganho no crescimento quando
submetidas as doses de As até 200 mg dm™, como observada nas plantas de E. cloeziana,
E. urophylla ¢ C. citriodora aos 60 a 90 dias (Tabela 2) nas doses de 50, 100 e
200 mg dm”.

O aumento das doses de As no solo também exerceu efeito diferenciado no
didmetro de colo das plantas estudadas (Figura 6). Observou-se que as plantas de E.
grandis apresentaram maiores valores, com reducdo de 28 % na doses de 400 mg dm™ em
relagdo a planta controle. Os diametros das plantas de E. cloeziana e E. urophylla
apresentaram reducio de 15 % e 25 %, respectivamente, na dose de 400 mg dm~, em
relagdo a planta controle. As plantas de C. citriodora nao apresentaram efeito de doses
sobre o diametro de colo.

Assim como ocorreu com a altura, o didmetro das plantas também apresentou
acentuado acréscimo, durante todo o periodo experimental para todas as espécies (Tabela
3). No entanto, quanto ao incremento no didmetro foi constatado que mesmo com a
reducdo do incremento em altura dos 60 a 90 dias, as plantas de todas as espécies
continuaram a aumentar o diametro. Esse comportamento sugere a influéncia do As nas
c¢lulas meristematicas primarias e secundarias ou cambio, as quais sdo responsaveis pelo

crescimento linear e de circunferéncia, respectivamente das plantas (Husch et al., 1982).
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Tabela 2. Altura e incremento de altura ao longo do periodo experimental das plantas de
E. grandis, E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora submetidas a diferentes
doses de As no solo.

ESPECIES DOSES DIAS APOS O TRANSPLANTIO
mg dm” Altura de planta Incremento de altura
0 30 60 90 30 60 90
........................................... CIM ettt
E.grandis 0 21,57 36,23 70,00 91,02 14,66 33,77 21,01

50 20,70 33,83 61,50 81,83 13,13 27,67 20,33
100 21,83 33,13 61,00 73,77 11,30 27,87 12,77
200 20,77 33,40 58,00 75,00 12,63 24,60 17,00
400 20,10 29,83 45,83 59,55 9,73 16,00 13,72

E. cloeziana 0 11,00 23,27 47,17 62,83 12,27 23,90 15,66
50 10,58 21,37 42,83 60,60 10,79 21,46 17,77

100 11,37 19,17 47,00 74,57 7,80 27,83 27,57

200 11,57 18,47 39,83 58,33 6,90 21,36 18,50

400 11,37 13,23 34,33 29,37 1,86 21,10 -4,96*

— EES kk ok

X 11,18™ 19,10 42,23 57,14

E.urophylla 0 20,00 32,73 52,17 67,50 12,73 19,44 15,33
50 18,23 32,00 45,33 71,57 13,77 13,33 26,24

100 18,40 29,60 40,67 70,57 11,20 11,07 29,90

200 1837 29,50 53,67 74,75 11,13 24,17 21,08

400 19,33 28,40 44,00 52,83 9,07 15,60 8,83

X 1887™ 3045 47,17 67447

C. citriodora 0 2243 43,770 91,67 122,33 21,27 47,97 30,66
50 22,00 41,90 83,50 117,43 19,90 41,60 33,83

100 21,03 40,07 84,67 118,83 19,04 44,60 34,16

200 23,83 38,33 80,17 116,40 14,50 41,84 36,23

400 2283 31,39 63,67 78,19 8,56 32,28 14,52

X 2242 39,08™ 80,74 110,64

* % ke ™ efeito significativo a 1 % e 5 % de probabilidade e néo significativo, respectivamente pelo teste F.
* morte da gema apical

Houve incremento da razdo raiz /parte aérea (R/PA) com o aumento das doses em
todas as espécies estudadas, indicando que o efeito do As na producdo de massa seca da
parte aérea ¢ mais prejudicial nas concentragdes mais elevadas (Figura 7). A area foliar
total (AFTotal) variou entre as espécies, no entanto, E. grandis teve sua area foliar menos
influenciada pelas doses, no entanto nas espécies E. cloesiana e C. citriodora observou-se
reducdo progressiva com a elevagdo das doses de As (Figura 8). A matéria seca do sistema
radicular ndo € necessariamente um indicativo da area total de absor¢do, pois modificagdes
na arquitetura do sistema podem ocorrer sem provocar alteragdes para esta caracteristica

(Hodge, 2004).

92



Tabela 3. Diametro e incremento de didmetro ao longo do periodo experimental das
plantas de E. grandis, E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora submetidas a
diferentes doses de As no solo. * * * e ™ efeito significativo a 1 % e 5 % de

probabilidade e ndo significativo, respectivamente pelo teste F.

ESPECIES DOSES DIAS APOS O TRANSPLANTIO
mg dm™ Diametro de planta (mm) Incremento de altura (mm)
0 30 60 90 30 60 90
...................................................... MMt e
E. grandis 0 1,90 379 545 929 1,89 1,66 3,84
50 1,98 3,66 537 8,63 1,68 1,71 3,26
100 2,12 3,57 520 8,65 1,45 1,63 3,45
200 1,94 3,09 507 6,98 1,15 1,98 1,91
400 2,06 3,14 488 6,99 1,08 1,74 2,11
X 200® 345 519 811"
E. cloeziana 0 1,99 3,46 502 7,95 1,47 1,56 2,93
50 1,85 2,59 498 7,76 0,74 2,39 2,78
100 2,22 3,28 512 7,28 1,06 1,84 2,16
200 2,42 3,68 438 6,79 1,26 0,70 2,51
400 2,50 3,89 4,10 5,95 1,39 0,21 1,57
X 2,20 338" 4727 715
E. urophlylla 0 2,04 4,04 587 7,95 2,00 1,83 2,08
50 1,89 3,61 557 7,76 1,72 1,96 2,19
100 1,93 3,62 496 7,28 1,69 1,34 2,32
200 2,07 3,42 487 6,79 1,35 1,45 1,92
400 2,02 3,66 463 5,95 1,64 0,97 1,32
X 199" 367 518 7,15
C. citriodora 0 2,15 3,38 4,75 5,93 1,23 1,37 1,18
50 2,25 3,28 4,38 6,16 1,03 1,10 1,78
100 1,90 3,17 4,72 5,79 1,27 1,55 1,07
200 2,21 3,33 517 6,73 1,12 1,84 1,56
400 2,37 2,82 462 544 0,45 1,80 0,82
X 218" 320" 473" 6,01™
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Figura 6. Diametro de colo de plantas de E. grandis (...%), E. cloeziana ( _ __ ), E.
urophylla (__ A) e C. citriodora ( ----0) submetidas a diferentes doses de As
no solo. ** ¢ ™ efeito significativo a 1 % de probabilidade e ndo significativo,
respectivamente pelo teste F.
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Figura 7. Relagdo raiz/parte aérea em plantas de E. grandis (...4), E. cloeziana (___p), E.
urophylla ( A) e C. citriodora ( ----0) submetidas a diferentes doses de As
no solo. e efeito significativo a 1 % e 10 % de probabilidade,
respectivamente pelo teste F.
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no solo. ** ¢ ™ efeito significativo a 1 % de probabilidade e nédo significativo,
respectivamente pelo teste F.

Teores e conteudos de arsénio nos diferentes compartimentos das plantas

Observou-se acentuado aumento nos teores de As na matéria seca da parte aérea e
das raizes como o aumento das doses de As (Tabela 4). O teor de As nas raizes apresentou
efeito diferenciado entre as espécies, sendo seus valores maiores do que aqueles
encontrados para a parte aérea. Para os teores de As nos diferentes compartimentos,
ajustaram-se os modelos raiz quadrada, quadratico e linear (Tabela 5).

O As ¢ um elemento que ¢ pouco translocado para a parte aérea, com baixo nivel de
transferéncia na cadeia trofica (Berton, 2000). No entanto, a distribui¢do diferenciada de
elementos toxicos nos compartimentos da planta é, de certo modo, relacionada com a
absorc¢ao e translocagdo do elemento como observado em plantas de leucena, feijao guandu
e sesbania (Capitulo 3) e pode estar diretamente relacionada a mecanismos de tolerancia
(Accioly & Siqueira, 2000). A distribuicao dos metais absorvidos nos diferentes 6rgdos da
planta ¢ também muito diferenciada (Brune et al, 1994). Essa informagdo ¢ de fundamental
importancia na sele¢do de espécies destinadas para fitorremediagao.

Os maiores teores foram constatados no sistema radicular das plantas de E. grandis
(222,37 mg kg), E. cloeziana (305,72 mg kg) e C. citriodora (253,86mg kg™). Apesar

dos maiores teores terem sido encontrados no sistema radicular nas plantas de E. cloeziana,
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a concentracdo de apenas 5,75 mg kg em suas folhas basais foi suficiente para promover
o aparecimento de lesdes foliares. Concentragdes desse elemento entre 0,1 e 5,0 mg kg na
matéria seca da parte aérea sdo consideradas toxicas para plantas (Wauchope, 1983). Para
outros autores o limite de toxicidade para as plantas ¢ de apenas 2 mg kg™ (Kabata-Pendias
et al.,, 1985; Pratas, 1996). A toxicidade ao As também ¢ manifestada pelo menor
desenvolvimento das raizes com reflexos na absor¢do de agua e nutrientes (Mengel &
Kirkby, 1979).

Entre os compartimentos da parte aérea estudados destacam-se os teores de As no
caule na dose de 400 mg dm?, em todas as espécies, com valores bastante elevados,
quando se compara com os teores na dose de 200 mg dm™ (Tabela 4), chegando a ser
superior na ordem de 870 %, 900 % e 476 %, respectivamente para E. grandis, E.
urophylla e C. citriodora. Apesar do elevado teor de As nas raizes, essas espécies
apresentaram baixa tranlocacdo de As para a parte aérea, ¢ essa caracteristica pode explicar
a menor sensibilidade ao As.

De modo geral, os teores de As na parte aérea das plantas de E. grandis, C.
citriodora, E. cloeziana e E. urophylla foram relativamente baixos, o que indica baixa
capacidade de translocacdo do elemento para a parte aérea, com excegdo para as plantas de
E. grandis e C. citriodora que apresentaram tendéncia de acumular no caule apresentando
teores que chegaram a ser 13 e 12 vezes superiores, respectivamente a concentracdo de
arsénio em plantas normais, (considerando o limite de 5mg kg') que, conforme
Wauchope, (1983), algumas plantas podem acumular niveis elevados de metais chegando a
1000 vezes mais que o nivel normal, acumulado pela maioria das espécies.

As espécies que apresentaram maiores teores de As no caule apresentam, também,
potencial para imobilizagdo do As, no sistema radicular. Provavelmente, estas variagdes de
comportamento entre espécies devam-se ao potencial adaptativo e genético de cada
espécie, revelando a grande plasticidade existente entre as espécies do género Eucalyptus.
As caracteristicas de rapido crescimento, sistema radicular bastante desenvolvido e
facilidade de aclimatag@o tornam o eucalipto uma espécie com potencial para emprego em

programas de recuperacdo de areas degradadas pela deposicao de As.
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Tabela 4. Teores de arsénio em folhas jovens (FJ), intermediarias (FI), basais (FB), ramos
(Ra), caule (C) e raizes (R) em plantas em E. grandis, E. cloeziana, E.
urophylla e C. citriodora em fungao de diferentes doses de arsénio

ESPECIES DOSES AsFj  AsFlI AsFB AsRa AsC AsR
ME AM™ e, ME KE oo,
O % %k %k k k %k
E.grandis 50 0,55 1,25 1,95 0,59 1,00 21,97
100 0,99 2,39 1,03 1,34 1,39 99,13
200 1,23 4,03 11,88 2,42 6,61 159,70
400 2,69 8,53 11,06 6,73 64,13 222,37
CV(%) 8,73 8,72 2,77 4,06 4,06 1,38
E. cloeziana 0 * * * * * *
50 0,82 1,78 1,83 1,38 1,07 17,47
100 1,19 2,44 3,93 1,87 2,64 44,85
200 2,93 3,30 6,66 3,21 3,62 152,56
400 2,82 3,01 5,75 0,86 36,20 305,72
CV (%) 4,62 7,27 5,77 9,27 10,36 2,73
E.urophylla 0 * * * * * *
50 1,72 2,88 4,14 2,22 2,15 19,02
100 2,10 3,86 7,79 3,03 4,27 64,15
200 2,61 5,59 12,30 3,29 4,32 79,20
400 3,13 3,80 5,39 3,84 11,05 87,71
CV(%) 9,57 16,27 6,63 10,39 10,09 4,94
C. citriodora 0 * * * * * *
50 2,97 3,04 4,46 2,66 2,81 27,99
100 3,46 5,15 8,87 3,37 4,95 98,05
200 5,72 5,51 12,30 4,27 10,54 143,83
400 8,45 12,43 10,84 4,38 60,75 253,86
CV(%) 8,17 12,79 14,22 9,79 4,22 4,83

* Concentragoes abaixo do limite de detec¢do pelo método de dosagem (ICP/AES)

As doses crescentes de As no solo influenciaram de forma significativa (p < 0,01)
os teores (Tabela 5) e contetidos (Tabela 6) de As nas diferentes partes das plantas, em
todas as espécies estudadas.

O acumulo total de As nas espécies estudadas em solo contaminado variou de 0,46
a 2,46 mg planta™, indicando comportamento muito diferenciado entre as espécies em
relacdo ao acumulo desse elemento (Tabela 6). Plantas de E. grandis e C. citriodora
apresentaram maior quantidade relativa desse elemento na parte aérea, principalmente na
maior dose (400 mg dm™), O que sugere que essas espécies apresentam capacidade de
translocagdo do As, imobilizando principalmente no caule, como discutido anteriormente.

Espécies com essa caracteristica podem facilitar o processo de fitoextragdo do As
evitando sua entrada nos componentes do ecossistema, tendo-se em vista que o caule (a

madeira) tem elevado valor econdmico e pode ser utilizado pela industria para diversos
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fins. As plantas de E. cloeziana e E. urophylla os maiores conteudos na parte aérea foram
constatados nas doses de 100 ¢ 200 mg dm™.

Tabela 5. Equagdes de regressdo para teores de arsénio em folhas jovens (FJ),
intermediarias (FI), basais (FB), ramos (Ra), caule (C) raizes (R), arsénio do
solo no final do experimento (AsDisp), conteudo de arsénio na parte aérea
(PA), conteudo nas raizes (R), contetudo total na planta (CAsT) em E. grandis,
E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora em funcdo de diferentes doses de
arsénio aplicadas no solo ®

ESPECIES | COMPARTIMENTOS EQUACAO DE REGRESSAO R?
FJY ¢ = 0,148+0,0063 x 0,97

E. grandis FI ¥ =0,106+0,0289"x 0,99
FB" §=-1,137+0 08238**x 00013**x 0,99

Ra" ¥ =0,093+0 0084 "x+000020""x 0,99

o y 2,084-0,0923" x+0 00064** 2 0,99

RY 9= -0,548+1,0696" x -0,00128"x? 0,99

AsDisp” § = -1,817+0,08635 "x+0,000437 x> 0,99

CAsPAY g = -0,060+0,00359**x 0,98

CAsR? ¥ =0,005+0,0056" x-0,000008 "x* 0,99

CAsT? 9= 0,095+0,0060""x 0,99

E. cloeziana FJ y = -0,114+0,02033"x-0,000032""x* 0,96
FI ¥ = 0,206+0, 0256**x 0,000047""x* 0,96

FB § = -0,234+0, 02183 "x-0, 000092** ? 0,99

Ra § = -0,020+0,0284 "x -0,000065" x* 0,98

C ¥ =1,474-0,04328" x +0 00032** 2 0,98

R §=-10,511+0,6841""x +0,000283 "x 0,99

AsDisp ¥ = -9,494+0,2805""x 0,97

CAsPA ¥ = 0,007+0,0027 "x-0,000006"" x> 0,97

CAsR ¥ =-0,023+0, 002036**x -0,00003" x> 0,97

CAsT y =-0,017+0, 0047 "x -0, 000009 x* 0,99

E. urophylla FJ ¥ =0,024+0,2667 x 0,0056** : 0,99
FI ¥ =0,305+0,0458""x-0,000093 x> 0,95

FB ¥ =-0,343+0,10796""x -0,00023"" x> 0,99

Ra ¥ =0,021+0,3803""Vx -0,0095""x 0,99

C ¥ =0,533+0,0258""x 0,94

R ¥ =-1,446+0,6209"x -0,00105" x> 0,95

AsDisp ¥ =-0,871+0,0659 " x+0,00046 x> 0,99

CAsPA ¥ =0,026+0 00537**x -0,00012" x* 0,98

CAsR ¥ =-0,005+0 00266 "x -0, 000005** 0,93

CAsT ¥ = 0,021+0,00803 "x -0,000017"" 0,99

C. citriodora FJ y = 0,486+0,0351"*x-o,000038*"‘x2 0,97
FI ¥ =0,993+0,02822""x 0,95

FB ¥ =0,128+0,0991"x-0,000181""x* 0,99

Ra y =-0,021+0,47068 "Vx -0,0127 ' 0,99

C =1,892-0,0364" x -0, 00046"'x° 0,99

R y = -2,085+0,8936" x -0,00064"x 0,98

AsDisp § =-0,267+0,07382"'x+0,00037 X’ 0,99

CAsPA ¥ = 0,026+0,0051 18 "x-0 000008** z 0,99

CAsR § =-0,009+0,00193 "x -0,000002" 0,98

CAsT ¥ =0,017+0,00706""x -0, 000010 x 2 0,99

" e significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
! Teores de arsénio (mg kg™)

? As disponivel Mehlich 3 apés a coleta do experimento

® Contetidos de As (mg vaso™)
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Acumulo de As preferencialmente na parte aérea pode contribuir para imobilizagao
do elemento na vegetacdo, tornando as espécies promissoras para programas de

fitoextracdo, desde que essas tolerem as condi¢des de contaminacgao.

Tabela 6. Contetido de arsénio na parte aérea (PA), raizes (R), total (T) e arsénio
disponivel no solo apds a coleta das plantas (AsDisp) em plantas de E. grandis,
E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora em fungdo de diferentes doses de
arsénio aplicadas no solo

ESPECIE DOSES PA R T AsDisp
E. grandis mgdm” e, mgplanta ... mg dm™
O k& 3 k& %
50 0,14 0,12 0,39 2,62
100 0,26 0,54 0,80 8,05
200 0,55 0,79 1,34 35,73
400 1,44 1,02 2,46 102,21
CV (%) 15,48 5,50 5,39 5,43
E. cloeziana 0 * * * *
50 0.12 0.05 0,17 2.91
100 0.25 0.13 0,37 12.37
200 0.29 0.29 0,58 39.74
400 0.16 0.30 0,46 107.90
CV(%) 4,65 5,16 3,97 3,04
E. urophylla 0 * * * *
50 0,32 0,08 0,40 2,10
100 0,41 0,26 0,67 10,60
200 0,61 0,30 0,91 31,17
400 0,23 0,24 0,48 99,04
CV(%) 11,24 5,33 8,83 5,70
C. citriodora 0 * * * *
50 0,29 0,05 0,33 2,88
100 0,48 0,20 0,68 12,62
200 0,69 0,29 0,98 28,38
400 0,75 0,47 1,22 87,85
CV(%) 5,18 9,98 4,63 12,46

* Concentracdes abaixo do limite de deteccao pelo método de dosagem (ICP/AES)

O E. grandis apresentou acumulo de 1,44 mg planta” na parte aérea, chegando a
atingir um total de 2,46 mg planta” quando submetida a dose de 400 mg dm™, com 90 dias
de exposi¢do. Visto que as plantas de E. grandis tiveram seu crescimento ¢ matéria seca
pouco influenciada, esta espécie ¢ promissora em programas de fitorremediagdo,
especificamente fitoextragdo, podendo ser empregada em dareas com elevadas
concentragdes de As. Contudo, em relacdo ao E. urophylla e C. citriodora, mesmo

apresentando reducdo acentuada nos parametro de crescimento, essas espécies também sdo
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promissoras em programas de fitorremediagdo, precisamente, fitoestabilizacao, justificada
pela auséncia de sintomas de toxidez e pela imobilizacdo do As no sistema radicular. No
entanto, estudos devem ser realizados para conhecer o comportamento dessas espécies em
doses maiores que as utilizadas nesse ensaio, provavelmente o tempo de exposicao tenha
sido pequeno e que o potencial dessas como fitoextratoras possam ser aprimorado quando
exposta por ao As por longo periodo.

A habilidade das espécies de eucalyptus tolerar elevadas doses de As ¢ um
excepcional indicativo do uso dessas espécies em programas de fitorremediagdo, visto que
para selecdo de espécies com potencial para descontaminag¢ao de solo e agua “in situ” ¢
importante levar em consideracdo o sistema radicular das espécies. Alguns estudos t€ém
sido desenvolvidos com tamarisk (ZTamarix parviflora) e eucalipto (Eucalipto
camaldulensis), e foi constatado que as concentragdes relativamente altas de arsénio em
solo e agua ndo afetaram o crescimento das arvores (Schoebi, 2005).

Os elevados teores de As disponiveis apds a coleta das plantas (Tabela 6),
encontram-se significativamente superiores ao valor de referéncia de qualidade para solos
do Estado de Sao Paulo que ¢ de 3,5 mg dm™ de As total (CETESB, 2005), ¢ ao limite de
As disponivel no solo (12 mg dm™), no caso dos EUA, para que se iniciem agdes de

remediacao (Chen et al., 2001; Davis et al., 2001).

Indice de translocaco e teores criticos de arsénio no solo

De modo geral, as doses de As no solo influenciaram de maneira diferenciada e
significativa (p < 0,01) a translocacdo de As entre as espécies (Figura 5). Os indices de
translocacdo (IT) calculados para E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora possibilitaram
o ajuste de modelos raiz quadrada negativa. Os maiores IT foram constatados na dose de
50 mg dm? para as trés espécies, apresentando valores de 70,79 %, 80,39 % e 86,04 %,
respectivamente. A reducdo do IT com o aumento das doses de As para essas espécies
parece ser atribuida aos mecanismos de controle interno da propria espécie, com a
finalidade de reduzir e ou evitar o efeito deste na parte aérea.

Nas plantas de E. grandis houve aumento no IT, com o aumento das doses,
ajustando-se modelo tipo raiz quadratica positiva, alcangando um IT de 58 % na maior
dose. Isso indica que essa espécie pode apresentar barreira efetiva de controle no sistema
radicular e/ou mecanismo efetivo de controle na translocagdo do As para a parte aérea sem

resultar, em sintomas de toxidez. Este resultado sugere essa espécie como promissora em
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programas de fitoextragdo. Contudo, fazem-se necessarios estudos com doses superiores as
testadas nesse estudo e com maior tempo de exposicdo, para compreender melhor o
potencial para fitoextragdo de As por essa espécie.

O comportamento diferencial entre espécies pode ter base genética ou fisiologica,
como a possivel existéncia de fitoquelatinas presentes nas raizes, capazes de complexar e
transportar o As para o vacuolo evitando assim a toxidez das plantas (Ma et al., 2001).

O maior acimulo de As na parte aérea esta diretamente ligado a elevada produgao
de matéria seca na parte aérea em relacdo ao sistema radicular, ja que o IT decresceu com o
aumento das doses nas espécies E. cloeziana, E. urophylla ¢ C. citriodora. Isso pode
indicar baixa capacidade de controle na absor¢do e/ou maior eficiéncia no controle da
translocagdo deste metaldide em doses elevadas, evitando que o As chegue aos tecidos

metabolicamente mais ativos da parte aérea.
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40 -
30 .

- 9 (#) = 2,336+4,14917Vx -0,0736 x_( R*=0,93)
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204 - ¥ (0)=4,911+12,1817 Vx -0,4801 x ( R*=0,87)
104 9 (0)= 3,913+11,2436" Vx -0,4991 'x ( R*=0,89)
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Figura 5. Indice de translocagio de arsénio em plantas em E. grandis, E. cloeziana, E.
urophylla e C. citriodora em fun¢ao de diferentes doses de arsénio aplicadas no
solo. * * e * efeito significativo a 1 % e 5 % de probabilidade, respectivamente
pelo teste F.

O teor critico de As disponivel no solo (TCSsg,) e teores criticos de As na planta
(TCPsg,) necessarios para reduzir em 50 % a matéria seca da parte aérea, raizes e total
(Tabela 5) mostra a influéncia que a contaminagao exerce sobre as plantas (Soares, 1999).
A TCSsgy, para reduzir a matéria seca da parte aérea diferiu entre espécies, situando-se

entre 156,15 e 92,44 mg dm™ de solo. Esses valores encontram-se muito acima da

concentragdo de As em solos ndo contaminados, que normalmente esta abaixo de 10 mg
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kg (Adriano, 2001), mas, em solos contaminados, podem atingir até 30.000 mg kg’
(Vaughan, 1993).

O E. grandis apresentou maiores TCSspy, em todos os compartimentos, o que
caracteriza essa espécie altamente tolerante ao As, requerendo um TCSsg, de 13,01 (parte
aérea); 25,63 (raizes) e 14,02 (total) vezes acima do limite de As disponivel para iniciar
acoes de remediagao que ¢ 12 mg kg-1 (Chen et al., 2001; Davis et al., 2001). Os valores
TCPsg, para o E. grandis mostram que a espécie tem elevada capacidade de absorver e
translocar o As necessitando de elevados teores na planta para reduzir em 50% a producao

de matéria seca, chegando atingir até 956,70 mg kg™ no sistema radicular.

Tabela 5. Teores criticos de arsénio disponivel (Mehlich 3) no solo e na planta necessario
para reduzir em 50 % a produgdo de matéria seca de raizes e parte aérea em E.
grandis, E. cloeziana, E. urophylla e C. citriodora cultivadas em amostras de
um LVA de Jodo Pinheiro, MG

TEOR CRITICO NO SOLO E.grandis E.cloeziana  E.uroflyla C. citriodora

mg dm”
*TC50% parte aérea 156,15 92,44 1 18,69 1 17,55
TCSO% raiz 307,58 86,74 174,25 _
TCs09% total 168,27 91,53 120,26 119,64
TEOR CRITICO NA PLANTA mg kg’
T Cs006 parte aérea 490,72 294,76 375,50 371,99
TCs09% raiz 956,70 277,23 546,46 o
TCs09% total 528,07 291,93 380,35 379,45

*Teor critico de As no solo para reduzir em 50 % a produg@o de matéria seca
** Néo houve efeito significativo de dose para matéria seca de raizes
*#*Teor critico de As na planta para reduzir em 50 % a produgdo de matéria seca

Os TCSsgy € TCPsg, necessaria para reduzir a matéria seca da parte aérea nas
plantas de E. cloeziana ndo variou muito entre os compartimentos, apresentando os
menores valores quando comparada com as demais espécies. Esse comportamento
comprova a sensibilidade dessa espécie aos teores elevados de As disponivel no solo. No
entanto, o TCPsg, chega a ser 3,11 vezes superior ao TCSsgq, para a parte aérea. Mostrando
assim, que a tolerancia das plantas ndo ¢ fun¢do apenas dos teores criticos de As no solo
que, mas, também dos teores criticos na planta. Com isso, ¢ possivel observar que o E.
urophylla é menos sensivel que E. cloeziana, necessitando de TCSsgy, de 174,25 mg dm™

para reduzir a matéria seca radicular, chegando a atingir TCPs, de 546,46 mg kg,
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justificando assim, a necessidade de elevado no solo e na planta, principalmente nas raizes,
para reduzir em 50% a matéria seca radicular.

A menor sensibilidade apresentada por E. cloeziana estd em conformidade com os
resultados das variaveis de crescimento analisadas, uma vez que essa espécie foi muito
afetada quando submetida a maior dose de As (400 mg dm™).

Para o C. citriodora ndo houve efeito de dose para a produgdo de matéria seca o
que impossibilitou calcular o TCSsgy, € TCPsy, para raizes. No entanto, essa espécie
apresenta elevada tolerancia necessitando de TCSsgq, total no solo e na planta TCPsge, de

119,64 mg dm™ e 379,45 mg kg™, respectivamente.

CONCLUSOES

As espécies E. grandis, E, urophyla e C. citriodora apresentaram elevada tolerancia
ao As, crescendo satisfatoriamente em solo contendo até 400 mg dm™. As quantidades
acumuladas de As no sistema radicular indicam as espécies com potenciais para serem
utilizadas na fitoestabiliza¢do de As em solos contaminados pelo metaldide.

A maior capacidade de translocagdo de As das raizes para a parte aérea observada
para o E. grandis sugere o potencial dessa espécie também para programas de fitoextragao,
no entanto, para a confirmacao desse potencial sdo necessarios estudos em condi¢des de
campo por maior periodo de exposi¢do ao As.

A espécie E. cloeziana mostrou-se como a mais sensivel ao As aplicado ao solo.
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6.0. CONCLUSOES GERAIS

PLANTAS ACUMULADORAS
Sensiveis Tolerantes

Fitoestabilizacdo Fitoextragdo
Feijao guandu Mucuna preta
Feijao de porco Azevém E. grandis
Aveia forrageira Amendoim forrageiro C. citriodora
E. cloeziana Estilosante Crotalaria

Sesbania

Leucena

E. urophylla

e Feijao guandu, feijao de porco e aveia forageira apresentaram sintomas visuais de
toxidez por As com teores disponiveis (Mehlich-3) da ordem de 59 mg dm™
enquanto o E. cloeziana na ordem de 129 mg dm™. Nesse sentido, essas espécies
sdo classificadas como plantas indicadoras (de efeitos) a contaminagao por arsénio.
No entanto, para solos com concentragdes inferiores de As disponiveis, essas
espécies podem ser consideradas como tolerantes, podendo, assim, serem utilizadas
na fitoestabilizacdo de 4reas contaminadas.

e As plantas mucuna preta, azevém, amendoim forrageiro, estilozante, sesbania e
leucena podem ser consideradas como espécies de maior tolerancia ao As. Ja, o E.
urophyla mostrou-se como espécie tolerante a teor disponivel de 129 mg dm™.
Essas espécies apresentam elevado potencial para ser utilizado na fitoestabilizacao
de As no ambiente.

e Asplantas de E. grandis, C. citriodora e crotalaria sdo consideradas tolerantes com
potencial para fitoextracdo, devido a tendéncia de translocar quantidades
significativas de As para parte aérea. No entanto, estudos em condi¢des de campo e
com maior tempo de exposi¢do ao metaldide sdo necessarios para a obtengdo de

resultados mais conclusivos.
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