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RESUMO GERAL

Atualmente, a preocupacdo com a saude e a qualidadvida da
populagdo, assim como a do ambiente que a cemaiti® constante. Uma das
principais causas sdo as atividades de mineracésasEatividades sdo de
fundamental importancia. Contudo, podem causar étopaambientais que
levam a danos ao ambiente e a saude da populac&xparem a superficie
concentracdes elevadas de elementos-traco. Umedassitos basicos para os
sucessos de qualquer técnica de recuperacdo de degedadas € encontrar
plantas tolerantes aos contaminantes. Neste contedplica-se a
fitorremediacao, técnica onde se utilizam plap&® remover 0os contaminantes
do solo e, ou, torna-los inofensivos ao meio antbie® primeiro passo para
implementagdo dessa técnica é o0 estudo de espédes potencial
fitoestabilisador ou fitoextrator dos metais présema area. Neste contexto, a
microscopia eletrdnica tem se mostrado como unradgédastante promissora,
por ser capaz de dar ndo apenas informacdes tititaegis, mas também
analiticas das amostras estudadas. O presenteo eftudealizado com o
objetivo de: (i) determinar as concentracfes denaadchumbo e zinco em
espécies desenvolvidas, naturalmente, em areasantioaidas visando a
viabilidade de se utilizar estas espécies em pnaggade fitorremediacgéo; e, (ii)
identificar e caracterizar, por meio da Microscofpietronica de Varredura
(MEV)/Espectroscopia de Energia Dispersiva por RHo(EDS) e Microspia
Eletrdnica de Transmissdo (MET), os mecanismo®ldedincia aos elementos-
traco Cd, Pb e Zn, assim como sua distribuicdolarel®s resultados indicam
que niveis hiperacumuladores (mg'kgforam obtidos para as espécies
Gomphrena claussenMoqg. ([Zn] =10434; [Cd] ~ 100) €teris sp. ([Zn] =
10809; [Pb] ~ 1000). A espéciendropogonsp. pode ser considerada uma
espécie tolerante a estes elementos téxicos (BatBioacumulacaz 1) e uma
importante fonte na revegetacdo de areas degraddas as espécies
Andropogonsp. eGomphrena clausseniog., por meio da MEV/EDS, foi
observada a formacéo de cristais e acimulo nog@sp#ercelulares de Cd, Pb
e Zn tanto na parte aérea quanto na raiz. Pargpéciedteris sp. foram
observadas, na parte aérea, estruturas semellemhiéss, acumulando teores
significativos de Cd, enquanto nas células maiereas da folha e da raiz e nos
espacos intercelulares foram quantificados elevesoes de Zn e Pb. Por meio
da MET, observou-se que houve diferenciacdo saatifia em nivel celular,
sendo possivel observar grandes alteracfes naizagao das células. As
espécies em estudo mostraram grande habilidadelerartelevados niveis de
elementos téxicos pelo uso de complexos mecanidmtaerancia.

Palavras-chave: Elementos-traco. Espécies hiperdadoras. Fitorremediacéo.
Microscopia eletrénica. Microanalise de raios-X.



11

GENERAL ABSTRACT

At present, the concern with the population’s tieahd life quality as
well as with that of environment which surroundshass been constant. One of
the main causes is the mining activities. Thosévities are of fundamental
importance. However, they can cause environmemtglacts which lead to
damages to environment and the population’s hefathexposing elevated
concentrations of trace-elements to the surface. @the basic requisites to the
success of any technique of restoration of degradesask is finding contaminant-
tolerant plants. In this context, phytoremediatisrapplied, techniques where
plants are utilized to remove soil contaminants andnake them harmless to
environment. The first step to the implementatiénthés technique is the study
of species with a potential phytostabilizing or f@extracting the metals present
in the area. In this context, electron microscopg proved a quite promising
technique for being capable of not only giving agtructural information but
also analytical of the studied samples. The presteity was carried out with the
objectives of (i) determining the concentrationscatimium, lead and zinc in
species developed naturally in contaminated ar@gas@ at the viability of
utilizing these species in phytoremediation prograand (ii) identifying and
characterizing through Scanning Electron Microscof$EM)/ Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDX) and Transmisgitectron Microscopy
(TEM), the mechanisms of tolerance to trace-elem@at, Pb and Zn as well is
cell distribution. The results point out that hysezumulating levels (mg/ky
were obtained for the speci@mphrena claussenrilog. ([Zn] = 10434, [Cd]
~ 100) andPteris sp.([Zn] = 10809, [Pb] ~ 1000. The speckssdropogonsp.
may be regarded as a species tolerant to thesedtetents (Bioaccumulation
factor > 1) and an important source in the revamgetaof degraded areas. For
the specied\ndropogorsp. andsomphrena clauseniMoq. through SEM/EDX,
the formation of crystals and accumulation of Cl,ad Zn were found in the
cell spaces both in the shoot and in the roottfk®@ispeciefterissp., structures
similar to hyphae accumulating significant conteoft<Cd were found while in
the outermost cells in the leaf and root and initibercell spaces, high contents
of Zn and Pb were quantified. Through TEM, it wasirfd that there was
significant differentiation in the cell level, gtealterations in the cell
organization being possible to observe. The spagiger study showed great
ability to tolerate elevated levels of toxic elersethrough the use of complex
tolerance mechanisms.

Key words: Trace elements. Hyperaccumulating specighytoremediation.
Electron microscopy. X-ray microanalysis.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a preocupacdo com a saude e a qualidadeida da
populagdo, assim como a do ambiente que a cervasithb constante. Neste
contexto, estudos envolvendo a contaminacdo des soloorpos d'agua vém
merecendo destaque, e a procura de técnicas pairaipair 0s riscos potenciais
relacionados a essas contaminacdes tém sido cadmaie frequentes. Uma das
principais causas de contaminacdo destes ambiediesas atividades de
mineracao.

Essas atividades de mineracdo sdo de fundamenpalrténcia para
obtencdo de materiais necessarios para a fabricgcbens indispenséveis para
0 homem. Contudo, podem causar impactos ambieqii@devam a danos ao
ambiente, comprometendo 0s ecossistemas, a sa(uEpdiacdo e a vida das
geracoes futuras.

Apesar de sua fundamental importancia, as ativilatie mineracao,
expdem a superficie do solo material de rocha qu&ém elementos-traco (e.g.,
Cd, Pb, Zn) os quais podem contaminar 0 meio, seaga contamina¢ao capaz
de ser expandida para milhares de quildbmetrossigndiia do ponto de origem.

O termo elemento-traco tem sido utilizado para ese elementos em
baixa concentracéo tanto em solos quanto em plaisigisns séo considerados
essenciais do ponto de vista biolégico, inclusesercendo papel fundamental
no metabolismo e desenvolvimento de plantas, emnguentros ndo o s&o.
Porém, mesmo os elementos essenciais podem se& toxieos em outras
condi¢Bes. Para elementos que possuem a caracterdst causar danos, a
reducdo da exposicdo é a Unica maneira efetiva darénuir o risco ambiental

e a saude humana.
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A transferéncia de elementos-traco do solo papdaasas é parte de seu
ciclo natural, bioguimico e sua concentracdo nafdde vegetais reflete a
abundancia no ambiente de crescimento destas,jaussé, solu¢do nutritiva
ou agua. Sendo assim, um dos requisitos basic@s@aucesso de qualquer
técnica de recuperacao/revegetacdo de areas dégsadaencontrar plantas
tolerantes aos contaminantes. Neste contexto, aapdica fitorremediacao,
técnica onde se utilizam plantas capazes de ddsenwliversas estratégias de
sobrevivéncia, quer seja promovendo alteracdesomdgitas e anatbmicas para
suportar niveis fitotoxicos de elementos-traco ewsstecidos, quer seja por
remover ou imobilizar os contaminantes do solondndo-os inofensivos ao
meio ambiente. Neste sentido, além da identificalg@oespécies, especialmente
a vegetacdo encontrada naturalmente em &reas doatt®, é necessario um
melhor conhecimento e entendimento dos mecanismadsbrcéo, transporte e
acumulo dos metais nas plantas, o que implica ethom@lesempenho da
técnica de fitorremediacao.

Diante disso, para entender estes mecanismosatértola das plantas
aos contaminantes, a Microscopia Eletrénica de sSimissdo (MET) e a
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) tém evdtuna direcao de dar néo
apenas informacdes ultraestruturais, ou seja, ttait@s detalhada de um
espécime bhioldgico como uma célula, tecido, ou @rgéas também analiticas
das amostras estudadas. Contando, ainda, com eciatede Espectroscopia de
Energia Dispersiva com Raios-X (EDS) e, ou, de bicdlise de Raios-X,
pode-se, além de gerar imagens, determinar a cagdpoguimica do espécime
em estudo, proporcionando a deteccdo de elemeatms-tenvolvidos na
adaptacdo das espécies estudadas e encontradaseasndé mineragcdo. A
Microanalise de Raios-X é uma técnica que tem piglona analise qualitativa e
guantitativa de amostras, permitindo mensurar quades os elementos de

interesse fisioldgico, celular e subcelular em f@anOu seja, pode-se, além de
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detectar o elemento de interesse, determinar alomsdizacdo na amostra
estudada.

Diante desse conhecimento, destaca-se a importdacistudos para a
identificacdo de espécies hiperacumuladoras queadaptem as areas
contaminadas encontradas em regifes tropicaisn agsino seus mecanismos

fisiologicos e ultraestruturais relacionados a adagéo dos elementos-traco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Elementos-traco em solos

Com o crescente desenvolvimento da agricultura,céntros urbanos e
das atividades industriais e de mineracdo, a pémuge residuos vem
aumentando e pode vir a constituir fontes de cantagéio ambiental, em razdo
da possivel presenca de elevadas concentracdesledenes quimicos.
Enfatiza-se, nesta gama, os elementos-traco, teumo segundo Pierzynski,
Sims e Vance (1994) e Sparks (1995), tem sidoepveimente, usado para
definir metais catibnicos e oxianions que, normali@e estdo presentes em
baixas concentracdes no ambiente, usualmente, maadt g kg.

Os elementos-traco sdo e, sempre, serdo onipeeseh solos,
sedimentos e sistemas aquaticos (GUILHERME et28i05). Os elementos-
traco podem ser adicionados ao solo em virtud® tdatacdes naturais quanto
antropogénicas. As acdes haturais compreendememperismo de rochas e
minerais, as emissdes vulcanicas e outros a agiligzpagénicas, os aterros
sanitarios, as atividades industriais e de minexagé aplicacbes de corretivos,
de fertilizantes e de pesticidas, entre outros.cenaentracdo em solos antes da
adicdo antropogénica €, geralmente, aceita comigri®nou de pouco risco,
porque o crescimento de plantas ou a qualidadegda @ado sédo afetados
adversamente (CHANG et al., 1984). Entretanto,obai$é onde, mesmo sem a
adicdo de materiais contendo elementos-traco, smaentracdo excede 0s
limites admissiveis para solos em funcdo de prosessaturais de
enriquecimento com elementos-traco ou de fatorefoeacéo do solo. Nos

locais onde esses niveis base de elementos-tracalted e em situagbes onde
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eles possam estar presentes em formas muito miwesislo, podendo vir a ser
biodisponiveis, o risco gerado pela presenca dessesentos-traco se eleva
(GUILHERME et al., 2005). O conteldo total de elatns-traco em solos tem
refletido a extensédo da contaminacgéo de atividade®mnas e processos naturais
de intemperismo de solos, mas o comportamentoetieeeitos-traco depende de
sua forma quimica ou ibnica. Esta forma €, certéenenuito influenciada pelo
pH, quantidade presente, solubilidade, origem pesiwgénica ou antropogénica
— e sua interacdo com os coloides do solo em unieatebdinAmico, como o
solo. Adicionalmente, a disponibilidade destes eletiws-traco pode ser afetada
pelas reacdes mediadas biologicamente e reducdafdxd sequenciais
ocorrendo no solo (SLAGLE, 2000).

A poluicao do solo tem merecido atencao espeuial Ultimos anos, por
apresentar sérios riscos a salde humana e a alealida ambiente
(GUILHERME et al., 2005). Dentre as atividades guais contribuem para a
poluicdo do solo com esses agentes destacam-seneaagéio e a industria
metallrgica, principalmente, a de metais ndo femoslsso porque ao
promoverem a extracdo de alguns metais, produzemmdgs quantidades de
rejeitos, muitas vezes com elevados teores derNC @ Pb, Cd e Zn.

As atividades de extracdo e beneficiamento de mer@movem uma
contaminacao constante do ambiente, levando a agfuique reside proximo a
regido, diferentes niveis de exposicdo aos elersdrago. Diferentemente dos
poluentes organicos, os elementos-traco ndo sacaddps por meio de
processos quimicos ou bioldgicos. Essa caracterigtva a permanéncia desses
elementos dentro do ecossistema, podendo ser alretite acumulados nos
seres humanos, por meio da bioacumulagcdo, durantadaia alimentar
(PUERTAS-MEJIA; RUIZ-DIEZ; FERNANDEZ-PASCUAL, 2010)

Os solos possuem caracteristicas Unicas, quamdpacados aos outros

componentes da biosfera (ar, 4gua e biota), papEsentam ndo apenas como
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um dreno para contaminantes, mas também como urpdtamatural que
controla o transporte de elementos quimicos e ®usbstancias para a
atmosfera, a hidrosfera e a biota (KABATA-PENDIAENDIAS, 2001).

A ocupacéo e uso do solo podem alterar, sensiméémes processos
biolégicos, fisicos e quimicos dos sistemas nauafétando, severamente, a
vegetacdo (BAKER et al.,, 1994) e as atividadeségiohs do solo, como
respiracdo e decomposicao, no local e em areaseatis (VANGRONSVELD;
COLPAERT; TICHELEN, 1997).

Os impactos negativos causados pelos elementms-Bh, Cd, Zn e
outros aos solos tém despertado grande interesspulico, em virtude,
principalmente, da contaminacdo de uma parceldfisigtiva de populacdes

vizinhas as fontes geradoras desse elemento (RAWEINI., 1997).

2.2 Fitorremediacéo

A contaminacgdo dos solos por elementos-traco énablema atual e
exige abordagem adequada, tendo em vista as rosEssi da sociedade
moderna. Uma area é considerada contaminada quamdmncentracdes de
elementos ou substancias de interesse estiverena a# dado limite. Sendo
assim, atualmente, grandes esforcos tém sido feisamdo a reabilitacdo de
solos contaminados com elementos-traco. Os méwmmtosntes de remediacéo
de solos incluem remocdo, lavagem do solo e eig@fflo fisica. Todos esses
métodos possuem como desvantagem o alto custoMAU2002). Os métodos
tradicionais de remediacdo de solos contaminadessgam ser substituidos por
métodos com custos mais baixos e menos agressivamkiente.

Nesse sentido, varios produtos tém sido testado® @menizantes da
fitotoxidez de elementos-traco em plantas de modaumentar o potencial
fitorremediador destas (KUMPIENE; LAGERKVIST; MAURE, 2008).
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Dentre os amenizantes mais estudados destacamalséria (ACCIOLY et al.,
2004; CUNHA et al.,, 2008), silicatos (ACCIOLY; SOER; SIQUEIRA,
2008), fosfatos (GALINDO et al., 2005), compostastendo 6xidos de ferro
(COSTA et al., 2008; GUILHERME; COSTA, 2007) e casfms organicos
(SIMAO, 1999). As diversas atividades que geranidtas com potenciais de
uso, como amenizantes de solo, precisam substiuiradicionais métodos de
descarte de rejeitos por outros mais inovadores)&eaicos €, ambientalmente,
favoraveis.

Porém, como primeiro passo, ha a necessidade ddgesmbrirem
espécies capazes de se adaptar as condi¢cfes adisnatambientais dos solos
contaminados, ou seja, aquelas capazes de abgpoveneio das suas raizes e
translocar, para a parte aérea, teores consideraalegados destes
contaminantes, fitorremediando estes ambientes.

A fitorremediagdo é uma técnica emergente paraodésminacao
ambiental (LINDBLOM et al., 2006; MEMON; SCHRODERQQ9), de baixo
custo e que gera 0 minimo de perturbacéo ao salodgpucomparado com outras
técnicas (HENRY, 2000). Consiste no uso de plaatasicrobiota associada
para remover, imobilizar ou tornar os contaminairtefensivos ao ecossistema.
Esta técnica apresenta inimeras vantagens, dada aasureza permanente,
combinada aos baixos custos de manutencéo, a fivoteqtra a erosdo edlica e
hidrica, a melhoria na estrutura do solo, ao aumdatfertilidade do solo e a
recuperacao da estética das areas contaminada& (RASNSLEY, 2000).

A fitorremediacao é estudada em varios paisesnd(stria mundial de
fitorremediacdo ja abrange dezenas de empresas. edemplo desse
crescimento é o investimento dos Estados Unidoemadiagéo, da ordem de 7
a 8 bilhdes de ddlares ao ano, sendo 35% dessegaaltms com a remediacéo
de metais (MEMON; SCHRODER, 2009).
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Em virtude do custo relativamente baixo, a fitoreediagdo comporta-se
como uma atrativa op¢éo para a despoluicdo de smlos elementos-traco,
principalmente, em paises em desenvolvimento, ditnciamentos para
recuperacdo ambiental sdo escassos (NASCIMENTOGXR006). Accioly e
Siqueira (2000pacreditam que a fitorremediacdo é uma pratica @sona, com
mercado garantido no pais, se for considerada stéexia de inUmeras e
extensas areas contaminadas, particularmente ewneelos-traco.

A fitorremediacao prevé varios mecanismos de desm e, para areas
contaminadas com elementos-traco, destacam-se oastébilizacdo e a
fitoextracdo. A fitoestabilizacao visa reduzir aewial de dano ao ambiente,
pela reducéo da mobilidade e disponibilidade ddasomante no solo, sendo as
plantas, neste caso, escolhidas por tolerar asigmsdda &rea, controlar a
erosdo e a lixiviagdo e evitar a translocacao abacoinante para a parte aérea,
evitando possiveis contaminagces ao homem e ao amhiente (ZHAO;
MCGRATH, 2009).

A fitoextracdo consiste na absor¢édo e acumulac@etieentos-traco na
parte aérea de plantas (SANTOS; AMARAL SOBRINHO; EUR, 2006). O
potencial de fitoextracdo depende da interacdoeestlo, metal, planta e
microrganismos de solo (LASAT, 2002). A planta idpara fitoextracdo de
elementos-traco deve ser tolerante aos seus alte$s,nacumular grandes
guantidades na parte aérea, ter alta taxa de mesi, produzir grande
biomassa e ter sistema radicular abundante (GARBISIKORTA, 2001;
ZHAO; MCGRATH, 2009). A translocac¢éo do contamireadé raiz para a parte
aérea facilita a retirada do contaminante e, ral filo ciclo da planta, quando a
parte aérea € colhida, estas poderdo ser, posteritg, dispostas em aterros
sanitarios ou recicladas para a recuperacdo dol (EEINNINGHAM; OW,
1996).
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Hiperacumulag¢@o de metais é um raro fenbmeno entgglauperiores
terrestres. Aproximadamente 400 espécies de plad@asdentificadas como
hiperacumuladoras de elementos-traco, representaedos de 0,2% de todas
as angiospermas (BAKER; BROOKS, 1989; BAKER et 2000). No entanto,
o desenvolvimento da tecnologia fitorremediadoraé sgossivel uma vez que
algumas espécies vegetais adquiriram, durante opsstesso evolutivo, a
capacidade de tolerar ou, até mesmo, absorver mudau elementos nao
essenciais, que nao tém funcao biolégica, ou mesadisnciais que se encontram
em concentracdes de toxidez no ambiente (CLEMENGB6) A descoberta de
plantas com capacidade de acumular grandes quaegidale metais
(hiperacumuladoras) resultou em avancos no usdaggap na remediacdo de
solos contaminados (BAKER, 1981). Porém, a maitais espéecies estudadas é
de clima temperado, sendo escassas as informacdeespeito desta
caracteristica para espécies tropicais.

Para ser hiperacumuladora, a planta deve ter taidi para absorver e
reter na parte aérea (caule e folhas) as seguiotesntracdes: > 100 mgkde
Cd, > 1000 mg kg de Pb, Cu, Co, Cr ou Ni, ou > 10,000 mg'kte Zn ou Mn
(BAKER; BROOKS, 1989; MARQUES; MOREIRA; SIQUEIRA, 020;
RASKIN; SMITH; SALT, 1997). Outros parametros capszde auxiliar na
definicdo de uma espécie como hiperacumuladoraostdor de acumulacao
(concentracdo do metal na parte aérea/concentmnagasolo) e o fator de
translocacdo (concentracdo do metal na parte aéreshtracdo na raiz).
Quando esses parametros apresentam valores mgu@esunidade (1), ha uma
indicacdo da elevada taxa de absorcdo do elemest@ greferéncia em se
acumular na parte aérea (BAKER; WHITING, 2002; MGGRI; ZHAO,
2003).

De acordo com Watanabe (1997), uma boa hiperacdomaladeve

possuir caracteristicas tais como, alta taxa dena@agdo mesmo em baixas
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concentragbes do contaminante, alta taxa de crestime de produgdo de
biomassa, resisténcia a pragas e doencas e téegincontaminante.

Importante fonte potencial de espécies apropriagea a
fitorremediacdo é a vegetacdo encontrada, natunédmem areas contaminadas,
pois essas plantas apresentam-se adaptadas ao nmbéstressante
(WATANABE, 1997). Um exemplo desta situacdo é o djgo de planta
encontrado em &rea de mineracdo de calamina (midériZn), primeira planta
nativa hiperacumuladora, citada na literatura l#iaai como sendo de
ecossistema tropical, identificada anteriormentaaBfaffia sp. E, atualmente,
classificada como sendo do gén&@omphrena mostrou-se bem adaptada as
condicbes de multicontaminacdo por Zn, Cu, Cd eePbrelacdo a outras
espécies estudadas (CARNEIRO; SIQUEIRA; MOREIRADZ2O0 Carneiro,
Siqueira e Moreira (2002), em estudos com a esp&woephrenasp.,
constataram que as concentracdes de Cd na pagteaénentaram linearmente
com a contaminac&o, atingindo valores superiofB80ang kg de Cd. A partir
desse resultado, esses autores puderam indicar plstata como
hiperacumuladora de Cd, fato que até entdo naa lsio relatado na literatura
com relacdo a este género de plantas. Entretamtmeocanismos de tolerancia
desta espécie sdo desconhecidos. Santos (2008grandentificou uma planta
nativa, do cerrado brasileiro, capaz de absorvee Gde se mostrou promissora
para a absorcdo de outros tipos de elementos-tiagda-se daGalianthe
grandifolia - Rubiaceae, uma herbacea da familia do café neada de forma
abundante em areas de cerrado do estado de San Paid precisamente na
cidade de ltirapina.

A fitorremediacdo é praticada em varios paises, maSBrasil, ainda
nao é explorada por desconhecimento do mercada,dal capacitacdo técnica
(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000) e pelo fato de serem apéxies de plantas

hiperacumuladoras conhecidas, em sua maioria, i@ ¢émperado (BAKER,;
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BROOKS, 1989). As plantas tolerantes sdo endéndieasolos poluidos, o que
sugere significativa adaptacdo ecofisiolégica, Mestando resisténcia a
contaminacdo do solo com elementos-traco (RASKINIgt1994). Em solos
contaminados com diferentes metais, tem-se comgoogae as plantas podem
apresentar uma tolerdncia multipla e, ainda, pedeisservar co-tolerancia
(tolerancia a um metal induzida por outro metasente).

A complexidade do grau de resisténcia e os modkdasmportamento
das plantas a toxicidade de metais atestam a dades de estratégias de
protecdo que as plantas desenvolveram (BARCELO; GMEBIRIEDER,
1992). Diante da importancia da fitoextragdo, cdémnica remediadora para
areas contaminadas por elementos-traco, é fundahemesenvolvimento de
estudos que estabelecam a capacidade da toleeddoiacimulo de espécies de
clima tropical, buscando o cultivo de hiperacumatad nas areas contaminadas

no Brasil.

2.3 Estudos com Microscopia Eletrénica

A resisténcia a elementos-traco pode ocorrer taotanecanismos que
evitem a absor¢cdo dos metais e por meio da tolier@napriamente dita (CHOI
et al., 2001; SHAW, 1989). Dentre estes mecanismodgge-se ressaltar: i)
excluséo seletiva de metais; ii) mudanca na capdeidle absorcdo, onde pode
ocorrer o impedimento na absorcdo em consequénaiaalteracdo da
permeabilidade da membrana; iii) aumento da exsidade substancias
quelantes que reduzem a fitodisponibilidade do hpetaa a planta; iv) restricdo
do transporte dos metais; v) retencdo do metalaimm & ou nas vias de
conducao; vi) imobilizacdo na parede celular; aBsociacdes com micorrizas;
e, viii) mecanismos bioquimicos como alteragcbes n@smas de

compartimentalizacdo do elemento-traco, imobilizag® metal no vacuolo,
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alteracdo no metabolismo celular e na producéaciitdar de compostos
ligantes com formacdo de compostos sequestranteatieadores de metais
téxicos (SHAW, 1989).

Um mecanismo de grande importancia na toleranciaaieracdo nos
modelos de compartimentalizacdo de metais em esdsusubcelulares, visto
gue ions metalicos em excesso sdo removidos dEsolit(SANTOS; AMARAL
SOBRINHO; MAZUR, 2006). No ambito subcelular, algasnplantas usam o
vacuolo como reservatorio para acumulacao de eleswraco (SHAW, 1989).
Além disso, a compartimentalizacdo de metais ndialactem um importante
papel na desintoxicacdo, pois esse mecanismo praMinre circulacdo de ions
no citossol (SANITA DI TOPPI; GABBRIELLE, 1999).

Diante da importancia da fitoextracdo como técmaraediadora para
areas contaminadas por elementos-traco (e.g., @®, Eb), depreende-se, pois,
da necessidade de estudos que relacionam os nmaoande tolerancia de
espécies de clima tropical, com os aspectos f@Gigdé, para que possam ser
efetivamente cultivadas como fitoextratoras nassaentaminadas no Brasil.
Logo, existe a necessidade de se testarem novesiesmlém de novos estudos
para o entendimento das interac@es quimicas doestes-traco tanto em solos
como em espécies de climas tropicais de modo ammeadi a eficiéncia da
fitoextracdo destes elementos.

Neste contexto, a moderna microscopia tem evolo&direcao de dar,
ndo apenas, informacg8es ultraestruturais, mas manamaliticas das amostras
estudadas. Basicamengxistem trés tipos de microscopia: a Microscopia de
Luz (ML), a Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEe a Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET), sendo estas duasiad de grande
importancia em pesquisas avancadas.

O Microscopio Eletrénico de Transmisséo (MET) fairdduzido como

instrumento de pesquisa, por volta de 1950 e sliEagdo trouxe contribuicées
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marcantes ao conhecimento humano, ao mostrar dstajimais antes
visualizados na &rea biol6gica e de ciéncia deraatePor exemplo, a biologia
celular sofreu marcante revolugcdo quando a ulmaesa celular foi revelada
em toda sua exuberancia, ndo s6 mostrando detdéh@sucas organelas até
entdo conhecidas como membrana plasmatica, nduetéolo, cromossomos,
cloroplasto, mitocéndria, centro celular e plasnsotke, mas também permitindo
a descoberta de uma série de outros componente@sreticulo endoplasmatico,
ribossomos, microtibulos, microfilamentos, filanoent intermediarios,
lisossomo, peroxissoma, complexo juncional, jung@@aunicantes, glicocalix,
dentre outros (ALVES; PERINA, 2012).

Praticamente na mesma época do desenvolvimentEdofoi também
desenvolvido um protétipo do Microscopio Eletréndm® Varredura (MEV). A
introducdo deste microscépio causou uma segundalugdo no estudo do
mundo microscépico, em decorréncia de suas caistatas como a alta
profundidade de campo, conferindo o aspecto tridgiemal as imagens, a larga
gama de aumento (10 a 1.000.000 de vezes), a wigitializacédo do sistema de
captacado de imagens, além das facilidades de @ueeagreparacdo da amostra,
que tornaram este aparelho extremamente populaVESL PERINA, 2012).
Contando, ainda, com o sistema de Espectroscopiendegia Dispersiva por
Raios-X (EDS), Microanalise de Raios-X, é uma tégrgue tem permitido a
analise qualitativa e quantitativa de amostragnjgierdo mensurar quase todos
os elementos de interesse fisioldgico, celular cedular em plantas (FREY,
2007).

Recentes estudos, mostrando diferentes mecanidendgsintoxicacéo
celular, foram realizados utilizando a microscopiamo ferramenta. Baruah,
Hazarika e Sarma (2012), estudando a localizagdd’licem uma espécie
vegetal,Eichhornia crassipespor meio de MEV e EDS, detectaram no interior

das raizes, peciolos e folhas o acumulo deste etemmdicando que esta
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macrofita pode absorver e transportar Pb dentragalass, o que representa um
importante mecanismo no aclmulo de elementos téxiEaheed, Mazen e
Elmohsen (2013) observaram, por meio de MET, algudiferencas, em niveis
de organizacdo celular, entre idioblastos formalade cristais e de néo
formadores de cristais sob diferentes tratamertos @ementos-traco. Lang e
Wernitznig (2011) mostraram que a espdtidlia drummondijicomo forma de
toleréncia ao Zn, acumulava o elemento, em excaasparede celular.

O uso da MET e MEV associadas ao EDS como ferreramalitica €
insuperavel em relacado a analise de amostras batiaide solo, pois permite
combinar, simultaneamente, analise composiciomabeoldgica, ou seja, pode
se detectar 0 elemento e determinar a localizaeéte cha amostra. Porém, no
Brasil, as aplicacbes de técnicas de MEV e EDS studes quimicos e

mineraldgicos, ainda, sdo incipientes (FABRIS gt24109).
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CAPITULO Il

AVALIAGCAO DE TOLERANCIA A ELEMENTOS-TRACO EM
ESPECIES DE PLANTAS NATIVAS DE SOLOS CONTAMINADOS EM
UMA AREA DE MINERAGAO DE ZINCO
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RESUMO

A poluicdo do solo com elementos-traco, pela Biferacdo das
atividades industriais, agricolas e urbanizacaajne problema crescente e
responsavel por diversos impactos ambientais. Begdtas atividades, a que
mais contribui para a poluicdo do solo com essesitag, em se tratando de
intensidade de efeitos, € a mineracdo. A fitorréagdd possui mecanismos
promissores para remediar areas contaminadas 8% asvidades. O primeiro
passo para implementacdo dessa técnica é o estudspécies com potencial
fitoestabilisador ou fitoextrator dos metais préssma area. Objetivou-se neste
trabalho  determinar as concentracdes de Cd, Pbne efh espécies
desenvolvidas, naturalmente, em areas contaminadaando estudar a
viabilidade de se utilizar estas espécies em pnaggale fitorremediacdo. Foram
selecionadas seis areas para coleta de plantd@seeso uma area de mineragéo
de zinco no municipio de Vazante, MG. As amostrstadas de trés espécies
vegetaisGomphrena claussenifioq., Andropogorsp. e Pterissp., assim como
amostras de solo, foram analisadas quanto a coacéattotal de Zn, Cd e Pb.
As concentracgdes totais de Zn, Cd e Pb dos solam de 896 a 77665, 4,3 a
228,4 e 202 a 3586 mg kgrespectivamente. Os resultados das anélises das
plantas indicam que niveis hiperacumuladores (mY faram obtidos para as
espéciesGomphrena claussenMog. ([Zn] =10434; [Cd] ~ 100) @teris sp.
([Zn] = 10809; [Pb] ~ 1000). Considerando a con@@o de elementos-traco e
nos fatores de bioacumulagdo e translocagdo (FBT e> ), as espécies
Gomphrena clausseriilog. ePterissp. sdo promissoras na remediacdo de solos
contaminados por Zn, Cd e Pb. A espésimliropogonsp., embora ndo tenha
sido descrita como hiperacumuladora ([Zn, Cd e €H]0000, 100 e 1000,
respectivamente), pode ser considerada uma edpémiante a estes elementos
toxicos (FB> 1) e uma importante aliada na revegetacéo de deggadadas.

Palavras-chave: Elementos téxicos. Contaminacasalo. Fitorremediacédo.
Espécies hiperacumuladoras.
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ABSTRACT

Soil pollution with race-elements by the interwifion of the industrial,
agricultural activities and urbanization, is a gigvproblem and responsible for
a number of environmental impacts. From among thesgities, the one which
contributes the most to the soil pollution with sbaagents, as far as the intensity
of the effects is concerned, is mining. Phytoreiatémh possesses promising
mechanisms to remedy areas contaminated by thdsities. The first step to
the implementation of that technique is the studlyspecies with potential
phytostabilizing or phytoextracting of the metaleegent in the area. The
objective of this work was determining the concativns of Cd, Pb and Zn in
species developed in naturally in contaminated sar@ming to study the
viability of utilizing these species in phytoremaiilbn programs. Six areas were
selected for collection of plants and soils in ardiming area in the municipality
of Vazante, MG. The samples collected from threenipbkpeciessomphrena
clausseniiMoq,, Andropogorsp. and Pterissp. as well as the soil samples were
analyzed as to the total concentration of Zn, GdiRln. The total concentrations
of Zn, Cd and Pb of the soils ranged from 896 t6657 4.4 to 228.4 and 202 to
3586 mg kg, respectively. The results of the analyses ofplamts point out
hyperaccumulating levels (mg Kgwere obtained for the speci@mphrena
clausseniiMog. ([Zn] = 10434; [Cd] ~ 100 anBterissp. ([Zn] = 1089; [Pb] ~
1000) Based upon the concentration of trace-element amd tle
bioaccumulation and translocation factors (BF arld ¥ 1), the species
Gomphrena claussenifloq. and Pterissp. are promising in the remediation of
soils contaminated by Zn, Cd and Pb. The spAao@ropogorsp, although has
not been reported as a hyperaccumulator ([Zn, @€dRb] < 10000, 1000 and
1000, respectively), may be considered a speciesatu to these toxic elements
(BF > 1) and an important ally in the revegetatibnlegraded areas.

Key words: Toxic elements. Soil contamination. PRhgtnediation.
Hyperaccumulating species.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo do solo com elementos-traco, pela Bifemacdo das
atividades industriais, agricolas e urbanizacdoung® problema ambiental
crescente (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Uma dasvidades que
mais contribuem para a polui¢cdo do solo com egp@stes € a mineracdo, que
ao promover a extracdo de alguns metais, produmdgsa quantidades de
rejeitos, muitas vezes com elevados teores de NiCG, Pb, Cd e Zn, que
agridem, severamente, a vegetacdo (BAKER et aP4)1@ as atividades
biolégicas do solo, como respiracdo e decomposigaojocal e em &reas
adjacentes (VANGRONSVELD; COLPAERT; TICHELEN, 199d)ficultando
e, muitas vezes, impedindo seu desenvolvimento.

Os elementos-traco sdo, atualmente, um problemgratele interesse
ambiental. Pelo fato de poderem se acumular naaatlmentar, seu excesso
pode ser prejudicial aos organismos vivos. Alénsali®s problemas causados
por alguns destes elementos-traco a sadde humardog animais é agravado
pela sua longa persisténcia no meio ambiente.

Vérias sdo as tecnologias utilizadas para a demwamacdo ambiental
em ecossistemas afetados por excesso de elemegosiiio entanto, muitas
destas tecnologias sdo de elevado custo (TU; MA2P0Ou ndo alcancam a
longo tempo resultados satisfatorios, além de agsederamente o ambiente.
Neste sentido, os métodos tradicionais de rememliggd solo contaminado
precisam ser substituidos por métodos com custas b&xos e menos
agressivos ao meio ambiente. A fitorremediacéo & téonica emergente para
descontaminacdo ambiental (LINDBLOM et al., 2006A Mt al., 2001), de
baixo custo e que gera o minimo de perturbacaolaaysando comparado com
outras técnicas (HENRY, 2000ksta técnica apresenta inUmeras vantagens,

dada a sua natureza permanente, combinada aos loastos de manutencéo, a
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protecdo contra a erosao edlica e hidrica, & malma estrutura do solo, ao
aumento da fertilidade do solo e & recuperacdo stétia das areas
contaminadas (RASKIN; ENSLEY, 2000).

Vérias espécies de plantas sdo conhecidas corecabipnuladoras de
elementos-traco, por serem capazes de acumulaoaltantracdo de elementos-
traco em sua biomassa. Hiperacumuladoras sdo diigiomo plantas capazes
de acumular > 100 mg Rgle Cd, > 1000 mg kgde Pb, Cu, Co, Cr ou Ni, ou >
10,000 mg kg de Zn ou Mn (BAKER; BROOKS, 1989; MARQUES;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2000; RASKIN; SMITH; SALT, 1997)Varias
espécies ja foram descritas como hiperacumuladaess, como, para Zn,
Thlaspi caerulescenfREEVES; BROOKS, 1983) Bteris vittata(MA et al.,
2001), para PbSedum alfredii(DENG et al., 2008)Sesbania drummondi
(SHARMA et al., 2004) dPiptathertan miliacetallGARCIA; FAZ; CUNHA,
2004), e, para CdArabidopsis hallerii (KUPPER et al., 2000);Tamarix
smyrnensigMANOUSAKI et al., 2008) Brassica napugSELVAM; WONG,
2008) eRarippa globosgdSUN; JIN; ZHOU, 2010), dentre outras.

O uso de espécies nativas em programas de fitediagéo é de suma
importancia, visto que estas plantas apresentaiongs condi¢cdes, em termos
de sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducadocosstbessdesses ambientes
guando comparadas a espécies introduzidas de @utrioientes (YOON et al.,
2006). Por outro lado, ao mesmo tempo em que sesfeassario uma busca por
espécies nativas tolerantes a elementos-tracostoslos com estas espécies
devem ser desenvolvidos com intuito de avaliaruopggencial hiperacumulador
sob condi¢bes de campo (MCGRATH; ZHAO, 2003; YOQIdlg 2006).

Os elementos-trago causam severa fitotoxidez antgd ndo adaptadas
aos ambientes contaminados, sendo, principalmenta, dos fatores
responsaveis pela evolugcdo das populacdes de espétgrantes encontradas

nestas areas (YOON et al., 2006). Deste modoatserpossivel a identificacdo
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de grupos de espécies nativas adaptadas aos agsbédtaimente contaminados
com diferentes elementos-traco e promissoras naipeeacdo de &areas
degradadas.

Objetivou-se neste trabalho determinar as coragids de Cd, Pb e Zn
em espécies desenvolvidas, naturalmente, em apetsnunadas, assim como
observar a relacdo dos teores acumulados na pEiteeaérea visando estudar a

viabilidade de se utilizar estas espécies em pneggale fitorremediacgéo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricéo do local de estudo

O local onde as espécies e as amostras de soin tmlatadas localiza-
se no entorno e dentro de uma cava de mineracavaite denominada de
Cava 3A, a qual se encontra localizada numa areaileracéo de zinco, Mina
Extremo Norte/Votorantim Metais, na cidade de Vé&ano noroeste de Minas
Gerais (Figuras 1 e 2). O clima é considerado ¢ed@emiumido e a média de
temperatura anual varia de 21° a 24°C, sendo, meg$mais quentes, de 21° a
26°C e, nos meses mais frios, de 17° a 22°C. A adeidelativa, no verdo,

oscila entre 75% e 80% e, no inverno, entre 50996. 6
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Figura 1 Mapa de Minas Gerais, com destaque peggi@ onde se encontra o
Municipio de Vazante
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Figur2 Localizgéo da é&rea de etudo, ProgramRedeiperacdo de Area
Degradada (PRAD), Cava 3A. *VM - Votorantim Metais

2.2 Coleta das amostras

Considerandoos resultados das andlises efetuadas em 20 amdstra
solos coletadas no entorno e dentro da cava 3Amf@elecionadas seis areas
representativas para uma nova coleta visando anoaidde dos estudos
envolvendo a recuperacédo de areas degradadasaBlguRessalta-se que essas
seis areas foram escolhidas pelo fato de, segumdssltados prévios,
apresentarem os principais atributos que possamlirititar 0 desenvolvimento
de plantas. As coletas foram realizadas em dezedeh2011.

As amostras de solo foram coletadas, com o augi#ioenxaddo e
identificadas conforme se observa na Tabela 1.
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Tabela 1 Identificacdes das amostras coletadastoone e dentro da cava 32,

Vazante, MG
Amostra Identificacdo Latitude Altitude
P1 Area de referéncia no topo da mata 17°55'656"S 448w
p7 Pont(? |.nfer|or dentrq Qa cava 3A 17°5523'S  46°48'57'W
préxima ao beneficiamento
P9 Ponto inferior no meio da cava 3A 17°55'43"S 468149V
P12 Ponto superior dentro da cava 3A a 17°55'27"S  46°48'58'W
leste
P17 Barranco vermelho do talude dentro di‘7°55’4l”8 46°49'14'W
cava 3A a oeste
P18 Area de depdsito em torno do 17°55'15"S  46°48'45' W

beneficiamento

Trés espécies foram selecionadas, coletadas dfichds como Al,
A2 e A3 (Figura 4). Vale ressaltar que as coletas forartizegtas em marcgo e
setembro de 2012. As amostras foram coletadas camxibo de enxad@o onde
se tomou o cuidado de manter o torrao de solo dsamanutencdo do sistema
radicular. A coleta destas trés espécies se pmtfela ampla distribuicdo das

mesmas na area e, mais especificamente, nos pahétados.
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Figura 4 Detalhes das espécies coletadas nos rddsr@ontos selecionados,
Vazante - MG
2.3 Identificacdes das espécies

Exsicatas das diferentes espécies foram compa@masexemplares
existentes no Herbario Esal - UFLA, pelo espedalZaniel Quedes Domingos,
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As es®ado identificadas
foram, entdo, encaminhadas, em diferentes estfftposs e frutos), juntamente
com fotografias do material em campo, para a PsofasAna Paula Santos
Gongalves, do Departamento de Botanica da Univetsid-ederal de Vigosa

(UFV), para concluséo da identificagcdo do material.

2.4 Procedimentos analiticos empregados nas amostde solos e plantas

2.4.1 Caracterizacao fisico-quimica dos solos

Como caracterizacao fisica, foi realizada umaismaranulométrica,
conforme metodologia proposta por Bouyoucos (198¥dificado, visando
avaliar a distribuicdo dos tamanhos de particutssaihco amostras coletadas.
Por outro lado, para a caracterizacdo dos atribgadsicos dos solos foram,
também, analisados os seguintes atributos: pH em @glacéo 1: 2,5); P-rem
(fésforo remanescente); P (fésforo), K (potassiopxtrator Mehlich-1; Ca
(célcio), Mg (magnésio), Al (aluminio) — extratorCK1 mol LY H + Al
(hidrogénio + aluminio) — extrator SMP; SB (soma lolses trocaveis); t
(capacidade de troca catidnica efetiva); T (cagalgidde troca catibnica a pH
7,0); V (indice de saturacdo de bases); m (indiceatuiracdo de aluminio). Tais
atributos foram feitos conforme metodologia propgstla Empresa Brasileira

de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA (1997). As aréliforam conduzidas
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nos Laboratérios de Fisica e de Fertilidade do Bapento de Ciéncia do Solo
da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

2.4.2 Concentracao total de metais no solo — USERA51A

O solo coletado foi encaminhado ao Laboratério Geoquimica,
Departamento de Ciéncia do Solo, na Universidadierae de Lavras, Lavras,
MG. Os teores de Cd, Pb e Zn totais foram obtidwdmestado, de acordo com
0 método 3051 A, da United States Environmentaldetimn Agency - USEPA
(1998). As amostras foram maceradas em moinho ata &passadas por meio
de peneira de néilon de 1pf de abertura. Efetuou-se a digestdo das amostras
em forno de micro-ondas MARS-5. Para isso, adiceamase 0,5 g de material
sélido (triplicata) e 5 mL de HNQconcentrados em tubos de tefipps quais
foram hermeticamente fechados para o inicio dogaliotento. Apds a digestéo,
0 extrato foi filtrado em filtro tipo Whatman n° 4funtamente com 5 mL de
agua bidestilada. Posteriormente, os teores dé’lC@ Zn foram determinados
por espectrofotometria de absorcdo atbmica, utiieaequipamento Perkin
Elmer AAnalyst 808 com atomizador tipo chama. O controle e a garaf#ia
gualidade dos resultados das andlises de Cd, Rdarain assegurados pelo uso
de material de referéncia BCR-142Rght Sandy Sagj] em cada bateria de
analise, bem como de uma amostra em branco. Okadissi obtidos foram

satisfatérios, com recuperacédo de 74% a 120%.
2.4.3 Concentracdo de metais extraidos do solo — Mieh 1

Em erlenmeyers de 125 mL, colocaram-se 10 gramasrdefina seca
ao ar (fragdio < 2 mm) e 100 mL da solucédo extratehlich-1 (0,05 mol [*
HCI + 0,0125 mol H,SQO,). A solucdo foi agitada, por 5 minutos, em mesa

agitadora (150 rpm) e, em seguida, filtrada porondei papel filtro Whatman n°
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42. Os extratos filtrados foram preservados sobigerhicdo (4°C), até serem
analisados conforme procedimento descrito antednten

2.4.4 Analise dos teores de elementos-traco na plan

Apbs a coleta, as plantas foram colhidas em pareagfolha e caule) e
raiz e, em seguida, levadas ao Laboratério de Geucp Departamento de
Ciéncia do Solo (DCS), da Universidade Federal aerds, Lavras, MG, para
anélises.

A parte aérea foi lavada em agua deionizada eizssréoram imersas
em solugdo de acido cloridrico 10% (v/v) por um utbne, em seguida,
enxaguadas em agua deionizada. A seguir, ambagartes goram secas em
estufa em temperatura entre 65° e 75°C, até atimgisa constante. A massa da
matéria seca foi determinada em balanca de pre(s@b g) e, em seguida, a
matéria seca foi moida em moinho tipo Wiley equipedm peneira com malha
de 0,38 mm, para ser analisada quimicamente.

O material moido foi digerido, segundo o método 13@& USEPA
(1998), utilizando-se de 0,5 g de material em 5deLHNG, concentrado, em
forno de micro-ondas, com tubos de Teflon® PTFpressdo 0,76 MPa, por
dez minutos. A temperatura alcancada a pressdo ,dé BIPa é de,
aproximadamente, 175°C. ApGs a digestéo, o extoatfiltrado e seu volume
completado até 10 mL com &gua destilada. A parmis @xtratos, foram
determinados os teores de cadmio, chumbo e zincegmectrofotometria de
absorcdo atbmica, utilizando equipamento PerkineElfAnalyst 800® com
atomizador tipo chama.

O controle e a garantia da qualidade dos resudtdds andlises de Cd,
Pb e Zn foram assegurados pelo uso de materigfei€ncia BCR-482 Lichen,
proveniente do Institute for Reference Material &Mehsurements - European

Commission (IRMM), em cada bateria de andlise, semo de uma amostra
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em branco. Os resultados obtidos foram satisfatociom recuperagéo de 80% a
98% para Cd, de 73% a 81% para Pb e de 74% a 8@Zpa

2.4.5 Fatores de Bioacumulagéo e Translocacdo enaplas

As habilidades de absorcéo e translocacéo de Cd,ZPbpelas plantas
foram mensuradas por meio dos fatores de BioacudwlaFB) e de
Translocacdo (FT), que sdo definidos como a coragid do elemento na
planta em relacdo a concentracdo do elemento ro (8AILLE; ZHAO;
MCGRATH, 2005) e a quantidade do elemento na paétea em relagdo a
quantidade total do elemento na raiz (ZU et al0520respectivamente. O FB e

o FT sao calculados de acordo com a seguinte far(v@ON et al., 2006):

Cpa
FB = Lpe
Cs
Cpa
IT= =
Cr

em que Cs, Cr e Cpa sao as concentracdes médiadeamoentos-traco
no solo, raiz e parte aérea, respectivamente.

2.5 Analises estatisticas
Os resultados das concentracdes de Cd, Pb e Zolo@ sna planta

foram submetidos & andlise de varidncia, por me&oudo do programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos solos

As propriedades fisicas dos solos de todos osslat® amostragem
estdo representadas na Tabelas 2. Houve amplga@nias atributos fisicos dos
solos, sendo classificadae acordo com diagrama textural, proposto por
Medina (1975) como Franco, solos P1, P7 e P12 ldswi solos P9 e P17, e
Franco Arenoso o solo P18.

Tabela 2 Distribuicdo do tamanho de particulasidarsilte e argila) das
amostras e suas respectivas classes texturais

Fracoes (g kg)

Amostras _ . _ Classe Texturaf’
Areia Silte Argila
P1 305 440 255 Franco
P7 425 430 145 Franco
P9 250 225 525 Argiloso
P12 380 495 125 Franco
P17 145 295 560 Argiloso
P18 580 315 105 Franco Arenoso

® Classes texturais determinadas de acordo com diagextural proposto por Medina (1975)

As propriedades quimicas dos solos estudados espdiesentadas na
Tabela 3. O pH dos solos variou de 5,6 a 7,6 drel@s seis locais escolhidos,
quatro apresentaram um pH > 7,0, o que se configorao importante
pardmetro para restringir a biodisponibilidade el@mentos-traco estudados. A
capacidade de troca catidnica (t) foi consideradiab nesses solos, com
variacdo de 2,0a 4,9 crpam?, exceto para o solo P1, onde o valor encontrado

foi de 15,4cmol. dm®. As concentracbes de P disponivel, de uma formea,ge
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foram baixas, sendo, significativamente, diferenestre os solos. As
concentracbes de K disponiveis nas amostras dePsol®9, P12, P17 e P18
foram semelhantes, mas, significativamente, diterelo solo P1. Os teores de
Ca e Mg disponiveis foram considerados médios paraaioria dos solos.
Dentre os solos analisados, dois apresentaram Uerarta significativa dos
atributos quimicos; o solo P1, como ja esperado,spdratar de uma area de
referéncia no topo da mata, com menor contamina&aaolo P7, apresentando
uma deficiéncia geral nos atributos estudados,ridife dos demais solos

coletados na cava 3A.

Tabela 3 Atributos quimicos das amostras coletadaama area de mineragdo de
zinco no municipio de Vazante, MG

Atributos Quimicos’

Amostra

H,0 P-rem P K c&* Mg*  AF H+Al SB t T V. m

mgL? —-mgdmf- s cmok dim® -meeeememmmemeee e % %

P1 5,6 27,3 10 226 104 44 0 63 154 154 21,7 7D
P7 7.4 23,6 44 28 2,6 1,7 0 0,9 4,4 4.4 52 8 0
P9 7,6 12,1 8 27 2,0 1,8 0 1,2 39 3,9 51 77 O
P12 7.4 18,8 52 20 3.2 1,7 0 0,8 4,9 4,9 57 87 0
P17 5,9 5,9 4 15 0,9 0,7 04 2,2 1,6 2,0 38 43 18
P18 7.3 6,4 5 37 2,6 1,2 0 0,8 3.8 38 46 83 0

O Atributos quimicos: pH — pH em &gua (relagdo E);2P-rem (fosforo remanescente); P (fésforo), K
(potassio), Na (sodio) — extrator Mehlich 1 (HCD®,mol L* + H,SQ; 0,0125 mol [); Ca (célcio), Mg
(magnésio), Al (aluminio) — extrator KCI 1 motiH + Al (hidrogénio + aluminio) — extrator SMP; $&ma
de bases trocaveis); t (capacidade de troca ceditefetiva); T (capacidade de troca catidnica a7@; V
(indice de saturagéo de bases); m (indice de satuce aluminio) (EMBRAPA, 1997)

3.2 Concentracao de elementos-traco nos solos

A concentracdo dos elementos-traco, tanto os deotais quanto os
disponiveis, podem ser observados na Tabela 40Z@d e Pb, potencialmente

téxicos, foram encontrados em todos os solos, ltasda que, para o solo P1,
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amostra usada como referéncia, estes teores foramores. A grande
concentragdo destes elementos esta diretamentéonelda ao uso desta area
pela atividade mineradora.

A concentracdo total de elementos-traco nos sdéddsaltamente
variavel, decrescendo do solo P18 para o solod4eguinte ordem P18 > P7 >
P12 > P9 > P17 > P1. As maiores concentracdes tdeakelementos-trago, de
uma maneira geral, foram encontrados no solo RiRlos para Zn 77665 mg
kg', Cd 228,38 mg k§e Pb 3223 mg Kk Para os teores de elementos-traco
disponiveis houve, também, grande variacdo nos sdtudados, decrescendo,
também, do solo P18 para o solo P1, na mesma oedgemior, sendo os
maiores valores para Zn e Cd no P18, 10681 mi§ &gl60,99 mg Kg
respectivamente, e para o Pb no solo P17, 123,42kgﬁg Nestes casos,
representando 14%, 71% e 7% disponivel para agaplaite Zn, Cd e Pb,

respectivamente.

Tabela 4 Concentracao total e fitodisponivel dmelgos-traco nos solos

Elementos Solos
traco P1 P7 P9 P12 P17 P18
-1
(mg kg~)
Total

Zinco 1446 a 23315c 1069a 15514b 896 a 77665 d
Cadmio 505a 147,40c 4,48a 9244b 433a 228,38d
Chumbo 202 a 1777 b 3586 d 3208 ¢ 1883 b 3223 ¢

Disponivel (%)
567 b 4204 d 421 b 1758 c 143a 10681le

Zinco

(39) (18) (39) (11) (16) (14)
Cadmio 2,86a 50,37b 403a b57,65c 154a 160,99d

(57) (34) (89) (62) (35) (71)
Chumbo 18,77b 5594d 107,33e 3,87a 123,42f 49,03c

©) (3) 3 oy @ (1,5)

*Valores médios seguidos pela mesma letra na livdma sdo, significativamente, diferentes de
acordo com o teste de Scott-Knott (p<0.05)
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Segundo valores calculados considerando em riszaide humana, de
acordo com o escopo da Resolucdo Conama (CONSELAOIONAL DO
MEIO AMBIENTE - CONAMA, 2009), para uma area indist, os valores de
investigacdo (VI), ou seja, concentracdo de deterda substéncia no solo ou
na agua subterrdnea, acima da qual existem risotengais, diretos ou
indiretos, a satde humana, considerando um ced@raxposicdo padronizado,
para Cd, Pb e Zn s&o 20 mg*k@00 mg kg e 2000 mg kg, respectivamente.
Nos solos analisados, para Cd, P7, P12 e P18Ppaf7, P9, P12, P17 e P18, e
para Zn, P7, P12 e P18, estdo todos acima dogsd$ipérmitidos, sendo os solos
P7, P12 e P18 apresentando 0s maiores riscos f@erasacima do limite
estabelecido para todos os elementos. Por outmy k&ta mesma resolucéo
estabelece um Valor de Prevencao (VP), que é a&ntmacao de valor limite de
determinada substancia no solo, tal que ele sqjazcde sustentar as suas
funcgBes principais, como desenvolvimento de espétaeflora e fauna. Os VP
estabelecidos para Cd, Pb e Zn s&do 1,3 mf ®K§ mg kg e 300 mg kg,
respectivamente. Analisando os resultados do peesstudo, observou-se, no
entanto que, de acordo com este VP, todos os aoklsados estdo acima do
limite estabelecido, principalmente, no que dizpe#® ao desenvolvimento de
espécies vegetais. As espécies que se desenvolmermtacais de amostragem
foram expostas a grandes concentracdes destestdairiee. para Cd = 228 mg
kg®, Pb = 3586 mg ke Zn = 77665 mg K sendo em muitos casos com
elevada disponibilidade destes elementos paraaatagl como no caso do Cd
chegando a estar disponivel até 71% do total erammt

3.3 Identificacdo das espécies

As exsicatas das plantas encaminhadas para osiadispes foram

classificadas como espécie Al, pertencente a famitharanthacea, género
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Gomphrena espécieGomphrena clausseniioq., espécie A2, pertencente a
familia Poaceae, génerAndropogon espécie,ainda, em identificacéo, e,
espécie A3, pertencente a familia Pteridaceaeygé@teris e espécieainda, em

identificacdo (Tabela 5).

Tabela 5 IdentificacBes das espécies coletadas

Amostra Identificacao
Al Gomphrena clausseriiog.
A2 Andropogon sp.
A3 Pteris sp.

3.4 Concentragdo de metais em plantas

N&o houve diferenca significativa na concentragécelementos-traco
em plantas coletadas em dezembro e julho de 2@%& (de Scott-Knott 5%),
portanto, os resultados aqui apresentados sdoduogsaas dados combinados.
Ha et al. (2011), avaliando o potencial fitorreragldr de 10 espécies
desenvolvidas naturalmente em area de mineracd@bde Zn no Vietnd do
Norte, em duas diferentes épocas de coleta, margmvembro de 2009, ndo
observou diferenca estatistica quanto a épocaléeco

Os teores de elementos-trago variaram de espéeieeppécie. Todas as
espécies, de uma maneira geral, apresentaram teaiate Cd, Pb e Zn na raiz,
comparativamente a parte aérea, caracteristicaneada na maioria das
espécies tolerantes e acumuladoras desses meta®@WR et al., 1995;
PUERTAS-MEJIA; RUIZ-DIEZ; FERNANDEZ-PASCUAL, 2010YOON et
al., 2006). Entretanto, de acordo com Franco-Hele@Amet al. (2010), algumas
espécies podem apresentar maiores concentracggsrteaaérea, dependendo

das condig¢8es as quais elas sdo submetidas.
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Os resultados das concentracdes dos elementosgaagGomphrena

clausseniMogq., Andropogon spe Pteris sp.apresentaram grande variabilidade.

ParaAndropogon sp.as concentracfes variaram na raiz e na parte,aére
respectivamente (Figura 1):

- para Zn, 350 a 5306 mg kg 215 a 6801 mg Ky
- para Pb, 122 a 2403 mgkg 65 a 748 mg Ky
- para Cd, 3 a 40 mg Ree 3 a 28 mg kg

ParaPteris sp, as concentracdes variaram na raiz € na parte,aére

respectivamente (Figura 2):

- para Zn, 326 a 13994 mg ke 328 a 10809 mg Ky
- para Pb, 129 a 1619 mgkg 42 a 943 mg Ky
-paraCd, 5a 124 mg kg 4 a 74 mg K§

ParaGomphrena clausseniog., as concentragdes variaram na raiz e
na parte aérea, respectivamente (Figura 3):

- para Zn, 980 a 5559 mg kg 230 a 10434 mg Ky
- para Pb, 230 a 661 mgke 32 a 580 mg ky
- para Cd, 10 a 94 mg k@ 6 a 96 mg kg
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Parte aérea® Raiz@ @

8000
7000 A
6000 1
5000 1
4000 1
3000 A
2000 A
1000 +

Teor de Zn (mg kg™)

Pl % P9 P2 P17 PIs
3000 - (B)
2500 -
2000
1500 1

1000 1

Teor de Ph (mg kg')

500 1

Pl P7 P9 P12 r17 P18

30

Teor de Cd (mg kg™

Pl p7 P9 P12 P17 PLE

Figura 1 Concentracéo de Zn (A), Pb (B) e Cd (8) raiz e parte aérea, para a
espéciéAndropogonsp., nos diferentes pontos de coleta
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Parte a¢rea@ RaizE@ @)

18000 1
16000 A
14000 -
12000

10000 +
8000
6000 A
4000 A
2000 A

Teor de Zn (mg kg')

P1 P7 P9 P12 P17 PIR

20000 1 (]3)
1800
1600
1400

1200 A
1000

Teor de b (mg kg™)

P1 P7 P9 P12 P17 P18

100 A

75 1

Teor de Cd (mg kg™)

50

Pl P7 P9 P12 P17 P18

Figura 2 Concentracdo de Zn (A), Pb (B) e Cd (B) raiz e parte aérea, para a
espéciePteris sp., nos diferentes pontos de coleta
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Parte aérea® Raiz @ @

6000 -+

4000 1

Teor de Zn (mg kg')

2000

Pl P7 P9 P12 P18

800 7 ®

600 |
500
400

300 1

Teor de Ph (mg kg?)

200 A

100 1

P1 P7 Pa P12 PI8

90
80 1
70 A
60

50 A

Teor de Cd (mg kg™)

Pl P7 P9 P12 P18

Figura 3 Concentracdo de Zn (A), Pb (B) e Cd (B) raiz e parte aérea, para a
espécigsomphrena clausseniilog, nos diferentes pontos de coleta
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As concentragBes normais e toxicas de elemer#gs-fmg kgd) em
plantas séo, respectivamente, consideradas del®D & 100 a 400 para Zn;
0,05a0,2e 5a30para Cd; e, 5a10 e 30 a&@0Rb (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001). Todas as espécies coletadas apaesen concentracfes
superiores aos limites toxicos para os elementagdados. Os resultados,
ainda, indicam que as espécies que estdo se dbsemdm nestes solos
contaminados sdo tolerantes a estes metais, assim cbservado em estudo
realizado por Ha et al. (2011), analisando difeemspécies coletadas em area
de mineracao no Vietna do Norte.

Em estudos anteriores, Yoon et al. (2006) obsamaconcentracdes
méaximas (mg kd), em raiz e parte aérea, respectivamente, de d U8R para
Pb e 598 e 453 para Zn em plantas nativas desétaslem solo contaminado.
Sainger et al. (2011) observaram concentracdes kgify) de Zn nas raizes
variando de 236 a 958 e parte aérea de 437 a @v‘plantas de uma éarea
contaminada por zinco e cromo. Testiati et al. 8@bservaram concentragdes,
em raiz e parte aérea, respectivamente, de Zn @le 9923 mg kg e Pb de
2640 e 1350 mg kjem uma area com elevados teores de Zn e, princpée,
Pb.Deng et al. (2008) observaram concentracdes de511229 e 1090 mg Ky
para Zn, Cd e Pb, respectivamente,Ssdum alfredjiem uma mina de Pb e Zn.
Bech et al. (2012) observaram concentracdes (Mprkgximas, em parte aérea,
de 8240 para Pb e 11550 para Zn, de plantas catetach uma mina
multicontaminada no Peru. Estudando a vegetacdaeand¢ uma area fluvial
préxima a uma vazante toxica de uma area de mierdio et al. (2002)
encontraram concentracoes de Pb, Zn e Cd, de abai¥mite de deteccéo a
450, 13 a 1138, abaixo do limite de deteccao ar&spectivamente. No presente
estudo, as concentracfes foram superiores as estasitde Zn e Pb por Yoon
et al. (2006), de Zn por Sainger et al. (2011)apar por Testiati et al. (2013) e

para Cd, Pb e Zn por Rio et al. (2002), mas abaas concentracdes
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encontradas de Pb por Testiati et al. (2013), garaCd e Pb por Deng et al.
(2008) e para Pb e Zn por Bech et al. (2012).

Dentre as espécies capazes de acumular altas tagéers de Cd, Pb e
Zn, poucas tém o mecanismo de acumulacdo dos dmEmertos,
simultaneamente. Wang et al. (2009), estudandosp8cies em uma area de
mineracdo de Zn e Pb na China, encontraram 6 espégeracumuladoras,
sendo apenas uma hiperacumuladora de Pb, Cd ehZen&rk et al. (2009)
avaliaram o potencial fitoextrator de Cd e Zn eme3pécies e revelaram 4
como hiperacumuladoras de Cd e apenas 1 com cagacité fitoextrair tanto
Cd como Zn. Essa capacidade fitoextratora mulgptgsencial para remediagéo
das areas contaminadas por meio da mineracao @fidd@mento de Zn, uma
vez que ambos os elementos se encontram presesgea pondicdo. Essa
caracteristica foi relatada para as espécBiene viscidula Plantago
orbignyana Sedum alfredjiPicris divaricatg Thlaspi caerulescens Justicia
procumbense foi encontrada em duas das espécies estudRtiss sp. e
Gomphrena clausseriilog. (Tabela 6).
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Tabela 6 Exemplos de espécies vegetais hiperacdomak de dois ou mais
elementos-traco

PARTE AEREA

Espécies Teor Cd Teor Zn Teor Pb Referéncia
---------------- (T [ —
Pterissp. - 10800 1000 -
Gomphrena 100 10500 -
clausseniiMogq.
Silene viscidula 230 11150 3900 Wang et al. (2009)
Plantago - 11500 8200 Bech et al. (2012)
orbignyana
Sedum alfredii 1250 11100 1100 Deng et al. (2008)
Justicia 550 10750 - Phaenark et al. (2009)
procumbens
Picris divaricata 360 15100 - Ying et al. (2010)
Thiaspi 1300 26000 - Brown et al. (1995)

caerulescens

* Valores aproximados apresentados para ambaspasies, sendo os valores p&ieris sp. e
Gomphrena clausseniiflog. correspondentes ao estudo atual

3.5 Bioacumulacao e Translocag¢do em plantas

Hiperacumuladora € um termo utilizado para plantapazes de
acumular um teor maior que 100 mg'kge Cd, 1000 mg kbde Pb e 10,000
mg kg' de Zn (BAKER; BROOKS, 1989; MARQUES; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2000; RASKIN et al., 1997). Além dissaxistem outros dois
critérios, Fatores de bioacumulagcédo (FB) e de lvaasdo (FT), que sédo
utilizados para estimar o potencial de fitorreme@itade plantagHA et al.,
2011; ZHANG et al., 2010) em que FB e FT devemmz@iores que 1 (BAKER,;
WHITING, 2002; MCGRATH; ZHAO, 2003; PILON-SMITS, 23).

Para todas as espécies foi encontrado um FB euper, porém, em

pontos diferentes de coleta (Tabela 7). Pardropogonsp. 0s valores variaram
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de 0,0a24,0,1a3,4e0,1a 1,3 para Zn, Gu eeBpectivamente. PaPaeris
sp. os valores variaram de 0,0 a 1,4, 0,3 a 8, @,0 para Zn, Cd e Pb,
respectivamente. Pa@omphrena claussenifioq. os valores variaram de 0,0 a
1,3,0,2a4,8¢e0,1al,l1paraZn, Cd e Pb, régpaente. Vale ressaltar que,
com o acréscimo da concentragdo de Zn, Cd e Pblooh®uve um decréscimo
no FB. Testiati et al. (2013), estudando o FB dkereintes espécies em
diferentes solos contaminados, observaram que hoovelecréscimo do FB
com o0 acréscimo da concentracdo de elementos $orimsolo. Segundo estes
mesmos autores, esta diferenca se d4 em decorr@aciama restricdo de
absorcé@o do solo para a raiz em resposta ao elegadalestes elementos no
solo. Segundo Liang et al. (2009), a comparacabBBRlentre espécies, também,
é limitada, uma vez que ele é dependente da espéptle ser alterado, de
acordo com a concentragdo do elemento disponivelgplanta, seja no solo ou
na solucdo nutritiva. Os mesmos autores relatatambém, que, assim como
Testiati et al. (2013), com 0 aumento da conceatralp elemento no meio ha
uma queda do FB nas espécies. Wang et al. (20@gacdm a conclusao de que
o critério “FB > 1" ndo é suficiente para designama espécie como
hiperacumuladora, especialmente, quando se tratarthes condi¢cdes de campo,
guando a concentracdo de elementos-traco € altarsepérior ao nivel critico
de espécies hiperacumuladoras tolerantes. Nestsdosenconceito de FB seria
impossivel de ser alcancado (ZHAO; LOMBI; MCGRATR003). A
concentragdo de elementos-traco nos solos do nossmudo foi,
significativamente, elevada e com grande variag@distribuicdo, e as espécies
estudadas acumularam na parte aérea elevadas tagdes de elementos-
traco, acima do nivel critico, onde, frequentementdonizavam solos com
elevados teores destes elementos. Resultados semesiiforam obtidos por

Wang et al. (2009) e Zu et al. (2005). Portantoa gste estudo, o FB ndo é um
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parametro para designar se a espécie € ou naadipeuladoradREEVES,

2006).

Tabela 7Fator de Bioacumulacdo das espécies em estudoopadiferentes
pontos de coleta

o Elementos- Solos
Espécies
traco P1L P7 P9 P12 P17 P18
Zinco 10 01 24 0,3 0,4 0,0
Andropogonsp. Cadmio 21 03 34 03 07 012
Chumbo 09 03 01 0313 01
Zinco 14 03 09 00 04 0,2
Pterissp. Cadmio 42 03 11 04 186 05
Chumbo 10 01 03 00 05 05
Zinco 1,3 02 09 0,3 - 0,0
Gomphrena o
- Céadmio 48 02 23 05 - 0,4
clausseniiMog.
Chumbo 1,1 03 0,2 0,2 - 0,1

O FT mostra as espécies mais eficientes em ticarsloom facilidade,
elementos-traco para a parte aérea. Houve grandeda do FT no presente
estudo (Tabela 8). Parendropogonsp., os valores variaram de 0,1 a 1,8, 0,2 a
0,9 e 0,3 a 0,5 para Zn, Cd e Pb, respectivam®&a®Pteris sp., os valores
variaram de 0,4 a 1,0, 0,2 a 0,9 e 0,0 a 0,9 para&d e Pb, respectivamente.
ParaGomphrena claussenifloq., os valores variaram de 0,0 a 2,9, 0,1 1,0
0,0 a 0,9 para Zn, Cd e Pb, respectivamente. Ganasido os critérios sugeridos
por Baker e Brooks (1989), podem ser consideradpsrdtumuladoras,
Gomphrena claussenMog., Cd (FT> 1; [Cd] > 100 mg kg) e zZn (FT> 1;
[Zn] > 10000 mg k@), e Pteris sp. , Zn (FT> 1; [Zn] > 10000 mg kg). A
espécie Pteris sp. ndo atingiu todos os critérios para ser cenadh

hiperacumuladora de Pb (ET1; [Pb]> 1000 mg kg), no entanto, acumulou
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significativo teor deste elemento ([PB]1000 mg ki) na parte aérea. Pelo

contrario, a espéciAndropogonsp., para o elemento Zn, obteve um ¥1,

porém uma concentracéo inferior a 10000 mg kg parte aérea, ndo sendo

considerada hiperacumuladora.

Tabela 8 Fator de Translocacao das espécies edogsita os diferentes pontos

de coleta
. Elementos- Solos
Espécies
traco P1 P7 P9 P12 P17 P18
Zinco o7 01 02 02 06 1,8
Andropogonsp. Cadmio 09 02 04 04 0,8 0,7
Chumbo 05 03 03 03 03 04
Zinco o6 04 06 04 1,0 08
Pteris sp. Céadmio 05 02 09 03 03 06
Chumbo o5 03 09 05 00 04
Zinco 0,7 04 1,3 0,0 - 2,9
Gomphrena )
B Cédmio 06 05 08 01 - 10
clausseniiMog.
Chumbo 05 03 09 0,0 - 0,4
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam dteris sp. e Gomphrena
clausseniiMog. podem ser consideradas como hiperacumuladerakementos-
traco, a principio, sendo a espéci&omphrena claussenii Moq.
hiperacumuladora de Zn e Cd, e a esp@tezis sp. de Zn e Pb. As espécies
Pteris sp. eGomphrena claussenWoqg. sdo promissoras para a remediacao de
areas contaminadas com Zn, Cd e Pb. A espsuitopogonsp., embora nao
tenha sido descrita como hiperacumuladora, podeswiderada uma espécie
tolerante a estes elementos, sendo assim, uma tanporespécie para
revegetacdo de areas contaminadas. Contudo, pamafiemacédo do potencial
fitorremediador, mais estudos (casa de vegetacameo) sdo necessarios para

0 entendimento e manejo destas espécies.
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CAPITULO 1lI

UTILIZACAO DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA POR RAIOS-X NO
ESTUDO DA LOCALIZACAO E COMPOSICAO DE ELEMENTOS-
TRACO EM TECIDOS DE PLANTAS
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RESUMO

O crescente interesse pela técnica da fitorrem@olitem atraido uma
consideravel atencao para o estudo de espécigadupeuladoras de elementos-
traco. A Microscopia Eletrénica tem sido amplameutiizada em pesquisas
com o intuito de verificar a distribuicdo elemergan tecidos vegetais e tem se
mostrado uma ferramenta promissora quanto ao esteiddementos-traco em
plantas. Objetivou-se neste trabalho identificacagacterizar, por meio da
Microscopia Eletronica de Varredura/Espectroscagid&nergia Dispersiva por
Raios-X, (MEV/EDS) e Microscopia Eletrdnica de Tsamssdo (MET), os
mecanismos de tolerdncia a elementos-traco comoCdne Pb de espécies
nativas de uma area de mineragdo, assim como suiduicdo celular. Foram
selecionadas seis areas para coleta de plantasmnamatea de mineracdo de
zinco no municipio de Vazante, MG. As amostrastadiEs de trés espécies
vegetais, Gomphrena clausseniMoqg., Andropogonsp. e Pteris sp. foram
analisadas quanto a composicdo elementar e azZacat dos elementos-traco
por MET e MEV/EDS. Para a espédadropogonsp., foram observados na
parte aérea a formacao de cristais e o acumuloesacos intercelulares de
todos os elementos tanto na parte aérea quan@izmadNa espéci&Gomphrena
clausseniiMog., foram observados na parte aérea, tanto nle cuanto nas
folhas, e nas raizes, a formacdo de cristais e (om@o nos espacos
intercelulares de todos os elementos. Para a edpécis sp., foram observadas
na parte aérea, estruturas semelhantes a hifasstespfungos endofiticos,
acumulando teores significativos de Cd, enquansocétulas mais externas da
folha e da raiz, epidérmicas, e nos espacos imbémoes foram quantificados
teores significativos de Zn e Pb. Observou-se,meio da MET, que houve
diferenciacdo significativa em nivel celular, semussivel observar grandes
alteracdes na organizacado das células. As esmriestudo mostraram grande
habilidade em tolerar elevados niveis de elemeitdsos por meio do uso de
complexos mecanismos de captura destes elementestemuras particulares
como espacos intercelulares e vacuolos, ou pealeafio de cristais de oxalato.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Espécies hiperdadaras. Microscopia
eletrénica. Microanalise por raios-X.
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ABSTRACT

The growing interest for the phytoremediation téghe has attracted a
considerable attention to the study of species fagoemulating trace-elements.
Electron microscopy has been broadly utilized iseegch with the purpose of
verifying the elemental distribution in plant tissuand has proved a promising
tool as to the study of trace-elements in plafitee objective of this work was
to identify and characterize through Scanning EtectMicroscopy/ Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy (SEM/EDX) and Tramssion Electron
Microscopy (TEM), the mechanisms of tolerance txérelements as Zn, Cd
and Pb of native species of a mining area as veelthair distribution in the
municipality of Vazante, MG. The samples collectedthree plant species,
Gomphrena clausseriiloq. Andropogorsp.andPterissp. were analyzed as for
the elemental composition and the localizationrate elements by TEM and
SEM/EDX. For the specieAndropogonsp, formation of crystals in the shoot
was observed as well as the accumulation in therdell spaces of all the
elements both in the shoot and in the root. InspheciesGomphrena claussenii
Moq., in the shoot both in the stem and in the édsaand in the roots, the
formation of crystals and the accumulation in theeicell spaces of all the
elements were found. For the specieterissp.,in the shoot, structures similar
to hyphae, supposed endophytic fungi, accumulaiggificant contents of Cd,
while in the outmost cells of the leaf and rootidepmic and in the intercell
species were quantified significant contents ofadid Pb were observed. It was
found through TEM that there was significant diéfetiation in the cell level, it
is being possible to observe great alterationbénorganization of the cells. The
species in study showed a great ability to toleelwvated levels of toxic
elements through the use of complex mechanismapiice of those elements
in particular structures as intercell spaces amdioi@s or through the formation
of oxalate crystals.

Key words: Phytoremediation. Hyperaccumulating cggse Electron
microscopy. X-ray microanalysis.
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1 INTRODUCAO

O crescente interesse pela fitorremediacao teafidatuma consideravel
atencdo para 0 estudo de espécies hiperacumuladeraslementos-traco
(PENG-JIE et al., 2012; SALT; SMITH; RASKIN, 1998)Espécies
hiperacumuladoras e hipertolerantes s&o, naturéémeselecionadas e
apresentam uma complexa caracteristica fisioléggendo, normalmente,
encontradas num pequeno nimero na natureza (KRAMEBR)). Um melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na tolea&magia hiperacumulagéo
de elementos-trago se faz necessério para se avaogdesenvolvimento da
remediacdo em solos contaminados utilizando-ses estpécies (KRAMER,
2010; PENG-JIE et al., 2012).

Nos ultimos anos, significantes progressos tém aldancados para o
entendimento do acimulo de elementos-trago, queham o aumento da
absorcdo pela raiz, eficiente translocacdo da mara parte aérea e,
principalmente, a desintoxicacdo na parte aéreaNGREE et al., 2012;
VERKLEIJ et al., 2009). As plantas tém desenvolvidoios mecanismos de
defesa contra elementos-traco, incluindo, prinongslte, a complexagdo e
guelacdo com fortes ligantes e a compartimentdlizaam tecidos, células e
organelas especificas (CLEMENS, 2006), visandomiiar os danos causados
por estes elementos (TIAN et al., 2011). Estudderimes tém mostrado que
elementos-traco tendem a se acumular, principabnerd tecido vegetal da
parte aérea, e.g., vaclUolo e nas estruturas stipexfidas espécies
hiperacumuladoras, e.g., tricomas (PENG-JIE et 2012; SARRET et al.,
2009), enquanto outros estudos indicam um papedafmental de células,
inteiramente, especializadas, e.g., idioblastagrato na compartimentalizagéo
e desintoxicacdo destes elementos toxicos (MA et &005). A

compartimentaliza¢do vacuolar, segundo Verbrugbienmans e Schat (2009),
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€ considerada como o melhor caminho para a de&at®o, limitando
possiveis interferéncias entre elementos-tragmetabolismo celular.

Elevados teores de elementos-traco foram relataglms células
especializadas de varias espécies com&idehornia crassipe§MAZEN; EI
MAGHRABY, 1997), Arabidopsis hallerie A. thaliana (ISAURE et al., 2006;
SARRET et al., 2002, 2009)icotiana tabacum{SARRET et al., 2006%rica
andevalensigTURNAU et al., 2007)Atriplex halimusL. (LEFEVRE et al.,
2009), Sedum alfredii (TIAN et al., 2010, 201R)cris divaricata(PENG-JIE et
al.,, 2012), dentre outras. No entanto, ha neceadsidde mais estudos,
envolvendo seus possiveis papéis na desintoxicec@®s danos causados,
principalmente, em plantas nativas de areas congatas, assim como a
localizacdo exata onde ocorrem nos tecidos.

A Microscopia Eletronica tem sido amplamente zditia em pesquisas
com o intuito de verificar a distribuicdo elemenrgan tecidos vegetais e tem se
mostrado uma ferramenta promissora quanto ao esteiddementos-traco em
plantas. Em recente estudo, utilizando a Microsc&pétronica de Transmissao
(MET), Ying et al. (2010) verificaram que o clorapto, importante estrutura de
reserva em vegetais, manteve-se intacto sob attasentracdes de Cd na
espécie hiperacumuladdpicris divaricata Basile et al. (2008)tilizando MET
em estudos de uma espécie vegetal proveniente deavea de mineracao,
Fontinalis hygrometrica relataram um acumulo de Zn e Pb ocorrendo nas
paredes celulares e em pequenos vacuolos intra@dulPeng-Jie et al. (2012)
observaram, por meio de Microscopia Eletronica deréfura (MEV) com uso
de Espectroscopia de Energia Dispersiva com Rai@EDS), para a espécie
Picris divaricata o acumulo de Cd em tricomas, na epiderme supeiitferior,

e no feixe vascular de folhas desta espécie. Turhal (2007) verificaram que
elementos presentes em niveis téxicos no solo, (Eeg.e Al) apresentavam

distribuicdo espacial dentro das raizes e na panea deErica andevalensis,
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predominantemente, nas paredes celulares dos seefdérmicos, bem como
nos pelos glandulares da folha. Por meio de estados MEV/EDS, Lang e
Wernitznig (2011) relataram a absorcdo e o acumdel@inco em células do
gametdéfito na espéci€ohlia drummondiji porém a localizacdo celular do
elemento permaneceu obscura. Este sequestro entuestr especializadas
atenua ou previne os efeitos toxicos sobre os segisiveis alvos celulares, ou
seja, mantém o metabolismo celular ativo sem gjgefrejuizos para a planta.
Objetivou-se neste trabalho identificar e caréxaer por meio da MET
e MEV/EDS, os mecanismos de tolerancia a elemerdge-como Zn, Cd e Pb
de espécies nativas de uma area de mineragdo, essim sua distribuicio

celular.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricéo do local de estudo

O local onde as espécies e as amostras de soin tmlatadas localiza-
se no entorno e dentro de uma cava de mineracavaite denominada de
Cava 3A, a qual se encontra localizada numa areaileracéo de zinco, Mina
Extremo Norte/Votorantim Metais, na cidade de Vé&ano noroeste de Minas
Gerais (Figuras 1 e 2). O clima é considerado ¢ed@emiumido e a média de
temperatura anual varia de 21°C a 24°C, sendo,meEses mais quentes, de
21°C a 26°C e, nos meses mais frios, de 17°C a.2R%@nidade relativa, no

verao, oscila entre 75% e 80% e, no inverno, d&ti#é e 60%.

2.2 Coleta das espécies

As plantas foram coletadas na area descrita antezitie, uma vez que
essas se encontravam estabelecidas e adaptadasdicbes edafoclimaticas
locais, principalmente, no que diz respeito aossaleores de elementos-traco
comumente encontrados em areas de mineracao. Aaplwram coletadas em
dezembro e julho de 2012, em seis locais diferefftabela 1). Trés espécies
foram coletadaszomphrena claussenifloq., Andropogorsp e Pterissp., com
0 auxilio de enxadéo, tomando-se o cuidado de marttardo de solo, visando
a manutencédo do sistema radicular. A coleta dagtagspécies se justifica pela
ampla distribuicdo das mesmas na area e, mais igsp®ente, nos pontos

coletados.
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Tabela 1 Identificagbes das amostras coletadas

Amostra Identificacéo
P1 Area de referéncia no topo da mata
pP7 Ponto inferior dentro da cava 3A proxima ao beiaenento
P9 Ponto inferior no meio da cava 3A
P12 Ponto superior dentro da cava 3A a leste
P17 Barranco vermelho do talude dentro da cava G@éste
P18 Area de depésito em torno do beneficiamento

2.3 Andlise do solo

O solo coletado foi encaminhado ao Laboratério Geoquimica,
Departamento de Ciéncia do Solo, na Universidadieraé de Lavras, Lavras,
MG. Os teores de Cd, Pb e Zn totais foram obtidwdmestado, de acordo com
0 método 3051, da United States Environmental Btiote Agency - USEPA
(1998). As amostras foram maceradas em moinho akta &gpassadas por meio
de peneira de nailon de 1pf de abertura. Efetuou-se a digestdo das amostras
em forno de micro-ondas MARS-5. Para isso, adicamase 0,5 g de material
sélido (triplicata) e 5 mL de HNQconcentrados em tubos de tefipps quais
foram, hermeticamente, fechados para o inicio docqulimento. Apds a
digestao, o extrato foi filtrado em filtro tipo Wtih@an n° 40, juntamente com 5
mL de agua bidestilada. Posteriormente, os teoee<d, Pb e Zn foram
determinados por espectrofotometria de absor¢cdomiead utilizando
equipamento Perkin Elmer AAnalyst §0@om atomizador tipo chama. O
controle e a garantia da qualidade dos resultadesadélises de Cd, Pb e Zn
foram assegurados pelo uso de material de refar@CR-142R I(ight Sandy
Soill em cada bateria de analise, bem como de uma @am&st branco. Os

resultados obtidos foram satisfatorios, com reagée de 74% a 120%.
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As amostras de solo, também, foram analisadas @uaat teor
disponivel de elementos-trago. Em erlenmeyers d&e mP, colocaram-se 10
gramas de terra fina seca ao ar (fracdo < 2 mn@OeriL da solucéo extratora
Mebhlich-1 (0,05 mol [ HCI + 0,0125 mol [! H,SO,). A solucéo foi agitada,
por 5 minutos, em mesa agitadora (150 rpm) e, guida, filtrada por meio de
papel filtro Whatman n° 42. Os extratos filtradagam preservados sob

refrigeracdo (4°C), até serem analisados.

2.4 Anadlise do Cadmio, Chumbo e Zinco na planta

Apbs a coleta, as plantas foram colhidas em pareagfolha e caule) e
raizes e, em seguida, levadas ao Laboratério dgubaa, Departamento de
Ciéncia do Solo (DCS), da Universidade Federal aerds, Lavras, MG, para
anélises.

A parte aérea foi lavada em agua deionizada eizssréoram imersas
em solugcdo de acido cloridrico 10% (v/v) por um utbone, em seguida,
enxaguadas em agua deionizada. A seguir, ambagartes goram secas em
estufa em temperatura entre 65° e 75°C, até atinggsa constante. A massa da
matéria seca foi determinada em balanca de pre(@s@b g) e, em seguida, a
matéria seca foi moida em moinho tipo Wiley equipedm peneira com malha
de 0,38 mm, para ser analisada quimicamente.

O material moido foi digerido, segundo o método 13@& USEPA
(1998), utilizando-se de 0,5 g de material em 5deLHNG; concentrado, em
forno de micro-ondas, com tubos de Teflon® PTFpressdo 0,76 MPa, por
dez minutos. A temperatura alcancada a pressdo ,dé BIPa € de,
aproximadamente, 175°C. ApGs a digestéo, o exfoatfiltrado e seu volume
completado até 10 mL com &gua destilada. A parmis éxtratos, foram

determinados os teores de cadmio, chumbo e zincesmectrofotometria de
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absorcdo atdmica, utilizando equipamento PerkineElf&Analyst 800®com
atomizador tipo chama.

O controle e a garantia da qualidade dos resudtdde analises de Cd,
Pb e Zn foram assegurados pelo uso de materigfel@ncia BCR-482 Lichen,
proveniente do Institute for Reference Material &Mebsurements - European
Commission (IRMM) em cada bateria de andlise, bemocde uma amostra em
branco. Os resultados obtidos foram satisfatodos recuperacdo de 80% a
98% para Cd, de 73% a 81% para Pb e de 74% a 8@Zpa

2.5 Analise ultraestrutural da planta por meio de studos com microscopia

As espécies coletadas foram fixadas em Karnovskydifinado) e
mantidas em camara fria (4°C) por um periodo mirde@4 horas.

O preparo das amostras coletadas na area foiaéalim Laboratério de
Microscopia Eletronica e Andlise UltraestruturalMg), Departamento de
Fitopatologia (DFP), da Universidade Federal derbs(UFLA), Lavras, MG,
segundo o protocolo do LME, para posterior an&iseMicroscopio Eletrdnico
de Varredura/Espectroscopia de Energia DispersivaRpios-X (MEV/EDS) e
Microscopio Eletronico de Transmissao (MET).

2.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectiscopia de Energia

Dispersiva por Raios-X

As amostras pré-fixadas foram transferidas pacagll por um periodo
de 30 minutos e, posteriormente, foram efetuadosastes em nitrogénio
liquido (criofratura). As amostras foram desidratadm gradiente crescente de
etanol (25, 50, 75, 90, 95 e 100% por 10 minutetg @ltima por duas vezes)

sendo, em seguida, levadas para o aparelho de pdito modelo Baltec CPD
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030 onde se completou a secagem. As amostras foramtadas enstubs
metalizadas no aparelho evaporador de carbono mdéllzer CED 020 e
observadas em Microscopio Eletrénico de Varredwdeaio LEO EVO 40 XVP
Zeiss e qualificadas/quantificadas quanto a comgfosi quimica por
Espectroscopia de Energia Dispersiva por Raios-dparelho Quantax XFlash
5010 Bruker.

2.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras pré-fixadas foram cortadas em pedagdsndm?, os quais
foram lavados em tampéo fosfato por trés vezemtkt@ minutos, pés-fixados
em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, lavados igsriezes em agua destilada
e transferidos para solugéio a 0,5% de acetatoatélaidurante 12h a@. Apos
este periodo foram, novamente, lavadas em &gudadaspor trés vezes e
desidratados em gradiente de acetona 25, 30, 480580, 85, 90 e 95% por 30
minutos cada e 100% por trés vezes de 30 minuttss & seguida, o material
foi incluido em gradiente crescente da resina Spukcetona nas seguintes
concentragdes, 1:3 por 12 horas, 1:2 por 24 haraspor 24 horas, 2:1 por 24
horas e duas vezes com resina pura (100%) por 2&4s hmada, sendo os
espécimes, posteriormente, montados em moldeslidensi e colocados para
polimerizar em estufa a T por 8 horas. Ap6s o periodo de polimerizacdo, os
blocos de resina, contendo a amostra, passaramanpgrocesso de desbaste
para retirar o excesso de resina e, em seguidamfaortados em aparelho
ultramicrétomo modelo Leica MT-Ultracut. Os cort@stidos foram coletados
em telas de cobre, contrastados com acetato ddéauPaf e citrato de chumbo
0,2% por 3 minutos cada. Apés a secagem, as amdstiam observadas em
Microscoépio Eletrdnico de Transmissao (MET), modédiss EM 109.



78

2.6 Andlises estatisticas

Os resultados das concentracdes de Cd, Pb e Zoloe sha planta
foram submetidos a analise de variancia, por maoudo do programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Anélise do solo

O solo foi, principalmente, contaminado com Zn,bema elevadas
concentragbes de Cd e Pb tenham sido encontradamokntracdo total de Zn
nas amostras de solo coletadas em diferentes peat@sam de 896 a 77665
mg kg'. A concentracdo total de Cd e Pb das amostrasolds slos seis
diferentes pontos variaram de 4,33 a 228,38 mbekge 202 a 3586 mg kg
respectivamente. As concentragbes médias total PASED51A) e disponivel

dos elementos-traco Zn, Cd e Pb estédo represemadéagura 1.

EUSEPA 3051 A Mehlich 1
100000,00 +

10000,00 - I I

1000,00 - i I I
100,00 -

10,00 -

1.00 (A K ! [ '

PbL|Zn|Cd|Pb|Zn|Cd|Pb|Zn|Cd|Pb|Zn|C

Concentraciio dos elementos
(mgkg")

Pontol | Ponto7 | Ponto 9 [ Ponto 12 [Ponto 17 | Ponto 18

Figura 1Concentracdo média total (USEPA 3051 A) e dispdriiehlich 1) de
elementos-traco de seis diferentes solos coletadosuma area de
mineracao de Zn

Ressalta-se, ainda, que todos os solos possuess tdos elementos-

traco estudados maiores que aqueles estabeleados alor de Prevencao
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(VP), segundo a Resolucdo Conama (CONSELHO NACION2Q MEIO
AMBIENTE - CONAMA, 2009), que é a concentracdo daov limite de
determinada substancia no solo, tal que ele sgjazcde sustentar as suas
funcbes principais, como desenvolvimento de espétaeflora e fauna. Os VP
estabelecidos para Cd, Pb e Zn s&do 1,3 miy kg mg kg e 300 mg kg,

respectivamente.

3.2 Concentracao de Cd, Pb e Zn na planta

N&o houve diferenga significativa na concentragéoelementos-trago
em plantas coletadas em dezembro e julho de 2@%& (e Scott-Knott 5%),
portanto, os resultados aqui apresentados saodmsseas dados combinados
(Tabela 2). As concentracdes de todos os eleménatps-variaram amplamente
entre 0s solos e as espécies de plantas (ALLOWAHI.et1990; HA et al.,
2011). Todas as espécies desenvolvidas nestes soldaminados foram
capazes de acumular elevadas concentracdes dendsrraco como Zn, Cd e
Pb tanto na parte aérea quanto nas raizes.

A maior concentracdo de Zn foi encontrada na és¥eris sp. sendo
10809 e 13994 mg Ky para parte aérea e raiz, respectivamente. Para Cd
maior concentracdo foi encontrada na esp&menphrena clausseniviog.,
sendo para parte aérea e raiz, 96 e 94 riigregpectivamente. Para Pb, a maior
concentracdo na parte aérea foi observada paméeaieBterissp., sendo de 943
mg kg', ja na raiz, a concentracdo de 2403 mg f@ encontrada na espécie
Andropogonsp. Os valores médios de cada elemento, encostiala cada

espécie, nos diferentes pontos de coleta, estéesmyados na Tabela 2.
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Tabela 2Concentragéo média (mgRgde Zn, Cd e Pb em plantas coletadas em
uma area de mineracéo de zinco

L Ponto de Zn Cd Pb
Espécie
coleta
PA R PA R PA R
P1 909 1358 10 11 65 122
P7 372 2695 8 38 150 515
Andropogonsp P9 444 2555 6 15 97 384
' P12 882 5306 10 25 242 910
P17 215 350 3 3 748 2403
P18 6801 3837 28 40 140 330
P1 1159 1966 11 21 104 204
P7 2676 6433 8 42 73 226
; P9 554 1011 4 5 9431063
Prerissp. P12 552 1422 10 38 91 193
P17 328 326 12 37 42 129
P18 10809 13994 74 124 577 1619
P1 1218 1815 14 24 123230
P7 2168 5559 17 33 151545
Gomphrena P9 980 2213 8 10 580 661
clausseniiMoq. P12 230 4297 6 50 32 495
P17 -

P18 10434 3579 9% 94 163 461

*As diferengcas de concentracdo para Zn, Cd e Pite ealz (R) e parte aérea (PA),
dentro da mesma espécie, foram significativas QSs)

Segundo Baker e Brooks (1989), hiperacumuladara é&rmo utilizado
para plantas capazes de acumular um teor maiol@ueng kg de Cd, 1000
mg kg' de Pb e 10,000 mg Rgde Zn na parte aérea. De acordo com estes
critérios, as espécidBteris sp. eGomphrena claussenMog., apresentam, a
principio, grande potencial para serem designadasochiperacumuladoras,
sendo, a primeira para Zn e Pb e a segunda pam@h Embora ndo tenha
atingido os critérios para espécies hiperacumuéesija@r espéci@ndropogonsp.

apresentou grande tolerancia aos elementos-tracgo.



82

3.3 Localizacdo de Cd, Pb e Zn na planta

As espécies em estudo foram coletadas em diferesdos com
diferentes concentracdes de elementos-traco (FijuréeEmbora tenha sido
observada grande diferenca quanto ao acumulo deeptes-traco nos tecidos
(Tabela 2), o comportamento destas espécies foelkante para todos os
pontos de coleta em termos de tolerancia, adaptagdesenvolvimento. No
entanto, foi observado, por meio de MEV e EDS qu@n o aumento da
concentracdo do elemento na planta, houve, tamidnaumento de estruturas
especializadas na desintoxicagéo celular.

Para a espécidndropogon sp., foi observada, na parte aérea, a
formacé&o de cristais, tipo drusa e réfide, e o atmos espacos intercelulares
de todos os elementos, porém, com teores maidisaivios de Zn e Pb. Nas
raizes foram observados elevados teores de Znrea$lbamadas superficiais
(cortex) e de Zn e Cd, em menor concentracdo, spaces intercelulares das
camadas internas, proximas aos cilindros vasculd@escorréncia de maior
acumulo de Zn e Pb, tanto na parte aérea quanteafmes, ocorre pelo fato
desta espécie, como observado na andlise quintcajudar concentracdes
elevadas destes elementos quando comparado aosGale#tomicrografias de
Andropogonsp. e o grafico representativo dos elementos sastrados na
Figura 2, assim como o0s valores médios encontrads<ristais desta espécie
na Tabela 3.
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Figura 2Eletromicrografia de varredura dendropogonsp. (A-B, parte aérea;

C-D, raiz) e (E) o grafico de Espectroscopia derfineDispersiva por
Raios-X (EDS) representativo dos cristais formadesta espécie.
Setas em (A-B) representam cristais encontrados;(@mas setas
representam os locais (camada celular mais extem@nquimas)
onde foram encontrados elevados teores dos elesaeatm; e (D) as
setas representam o espaco intercelular onde fenaontrados teores
significativos dos elementos em estudo
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Para a espéci@omphrena claussenMoq., foram observados na parte
aérea, tanto no caule quanto nas folhas, e nassyaiZormacao de cristais tipo
drusa e o0 acumulo nos espacos intercelulares de tmlelementos, porém, com
teores mais significativos de Zn e Cd. Foi obsemvaha maior ocorréncia de
cristais, acumulando Cd, quando comparado aosisristumuladores de Zn e
Pb. Nos espacos intercelulares, foi observado ragimmulo de Zn e Cd. Foram
encontradas maiores concentracfes de Pb nas gai@edo comparado a parte
aérea da planta. As eletromicrografias @emphrena clausseniMoq. e o
gréfico representativo de um cristal, assim commapeamento, sdo mostrados
nas Figuras 3 e 4. Na Tabela 3 estdo representasiogalores médios
encontrados nos cristais desta espécie.

Cristais em plantas sdo formados a partir do aciddico sintetizado
endogenamente com cations divalentes como Ca éffeando um oxalato
(e.g., Ca@), comum em plantas, inferiores e superiores vasesy e algas. O
Acido oxalico (GH,O,) é o mais simples dos &cidos dicarboxilicos e ws d
compostos organicos, altamente oxidado, mais foonged plantas, possuindo
diversas formas morfolégicas podendo ocorrer taimivacelular quanto
extracelular. H& inimeras hipoteses sobre a foronde&cristais e suas fungdes
em plantas como a regulagdo de ions, prote¢do macafesintoxicacdo de
elementos téxicos, rigidez dos tecidos/suporte pagganta, e, até mesmo,
captacao de luz (FRANCESCHI; NAKATA, 2005).

Como no presente estudo, outros autores relat@im@senca de cristais
na possivel desintoxicacdo celular de elementosca®xcomo chumbo
(MAZEN; El MAGHRABY, 1997; YANG et al., 2000), cadm (CHOI et al.,
2001; ISAURE et al., 2010; MAZEN; El MAGHRABY, 19983ARRET et al.,
2006, 2007) e zinco (SARRET et al., 2006, 2007Xdeposicao de cristais de
oxalato pode ocorrer tanto nos vacuolos das cékdaso associado com as
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paredes celulareés células, referidas como idioblastos, em queegmsitam
cristais vacuolares sdo, frequentemente, espemaliz na formacdo destes

cristais, que séo referidos como cristais idiomast(FOSTER, 1956).
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Figura 3Eletromicrografia de varredura d@&omphrena clausseniWoq. (A-B,
parte aérea; C-D, caule; E-F, raiz). Setas brareg@esentam cristais
encontrados e setas escuras mostram o espaceluni@ronde foram

encontrados teores significativos dos elementosstudo
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Figura 4 Eletromicrografia de varredura de um cristal de
Gomphrena clausseniMoq. (A); mapeamento
por Espectroscopia de Energia Dispersiva por
Raios-X (EDS) (B) mostrando a distribuicdo do
elemento Ca, formador de oxalato de Ca ($aO
0 qual se liga ao Cd; e o grafico (C) dos
elementos qualificados pela mesma técnica

Tabela 3 Composi¢do elementar dos cristais enciodra
nasdiferentes espécies por meio de leitura em

EDS
Espécie
Gomphrena
Elemento claussepniiMoq. Andropogonsp.
%
Oxigénio 40,8 71,0
Sadio 25 -
Magnésio 1,4 -
Fosforo 0,6 -
Célcio 52,3 18,7
Potéssio - 5,6
Chumbo - 1,1
Zinco - 3,0

Céadmio 24 -
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Para a espéciBteris sp., foram observadas na parte aérea estruturas
semelhantes a hifas, supostos fungos endofiticasym@aando teores
significativos de Cd, enquanto nas células maiereas da folha, epidérmicas, e
nos espacos intercelulares foram quantificadogsesignificativos de Zn e Pb.
Nas raizes foram observados teores de Zn, Cd eaPltamadas superficiais
(cortex) e nos espacos intercelulares destas sélAk eletromicrografias de
Pteris sp. e o gréafico representativo dos elementos s@rados na Figura 5.
Na Tabela 4 se encontra a composicdo elementar sttatuea flngica
encontrada.

A associagdo entre fungos endofiticos e plantade pexercer um
importante papel na desintoxicacdo de plantas (BGEDT et al., 2007).
Turnau et al. (2007) observaram uma associacd@ emtra espécie vegetal
coletada em uma area de minerac&uica andevalensjse um fungo
endosimbionteHymenoschyphus ericaeconcluiram que isso seria responsavel
pela exclusdo dos elementos toéxicos intracelulapes poderiam afetar o
funcionamento celular. Outros autores, estudandesaciacdo entre plantas e
fungos, verificaram que o micélio fungico foi capmz complexar e sequestrar,
na sua superficie e no seu interior, elementodéxem altas concentracdes,
evitando a sua transferéncia para as células dmebeso e participando, assim,
na desintoxicagcdo de metais (TURNAU; KOTTKE, 200Fmbora a
importancia potencial da relacéo entre plantasigds seja reconhecida, pouco,
ainda, se sabe sobre as condi¢cBes ambientais Yai®@Fara que ocorram estas
associacdes (RODRIGUEZ; REDMAN, 1997) havendo aessidade de
estudos mais detalhados.
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Figura 5 Eletromicrografia de varredura Elieris sp. (A-B, parte aérea; C-D,
raiz) e (E) o grafico de Espectroscopia de EneRjspersiva por
Raios-X (EDS) representativo para esta espéciéoVigral do corte
(A); setas em (B) representam hifas encontradasnme (C-D)
representam os locais (camada celular mais extesndg foram
encontrados elevados teores dos elementos-traco
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Tabela 4 Composicao elementar das hifas enconteadas
Pterissp. por meio de leitura em EDS

Elemento %
Oxigénio 61,7
Saédio 13,5
Magnésio 7,6
Fosforo 2,9
Silicio 2,0
Calcio 5,2
Cadmio 0,4

A célula vegetal é formada por componentes pragopaticos (nucleo,
reticulo endoplasmatico, citoplasma, ribossomasptexo de Golgi,
mitocéndrias.) e por componentes nado protoplasp®tigvaciolos, parede
celular e substancias ergastricas). Estes commmesdio responsaveis pelas
funcBes vitais celulares, tais como, respiracdolae(mitocéndrias), sintese de
proteinas e lipideos, desintoxicacdo celular esparie intracelular (reticulo
endoplasmaético), reserva de substancias como maneithocdo de metabdlitos
secundarios toéxicos e digestdo celular (vacuolop mtegridade fisica das
células (parede celular e membrana plasmaticajus&reia do funcionamento
de um ou mais destes componentes pode afetar omamémpedir o
funcionamento celular, causando danos severosnéapf@m todo e, inclusive,
levando & morte.

Por meio de estudos com Microscopia Eletrdnica Tdansmissao
(MET), observou-se, ultraestruturalmente, que néové nenhuma alteracéo
morfol6égica ou dano celular capaz de impedir o ifumamento celular, o que
possibilitou o desenvolvimento e adaptacdo dascespéoletadas na area em
estudo. No entanto, com o aumento do teor de elemédixicos nos tecidos das
espécies, houve diferenciac@o significativa em Indetular, sendo possivel
observar grandes altera¢cfes na organizacdo daascélu

Foram observados para as espécies estudadas, canmento da

concentracdo de elementos toxicos, grandes nucemsento no ndamero de
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mitocbndrias, inUmeros vacuUolos de tamanhos corsidenente grandes,
inimeras vesiculas, grande numero de plastideoprirgipalmente, grande
deposicdo de material eletro-denso, possiveis ekametoxicos, tanto no
vacuolo quanto nos espacos intercelulares. Valealtes, também, que o
acumulo de amido foi baixo em células que continmaaterial eletro-denso,
assim como relatado em outras espécies expostakvades teores de
elementos-traco (AZZARELLO et al.,, 2012; NAJEEB &k, 2009). As
alteracdes celulares, nas espécies estudatadiopogon sp., Gomphrena
clausseniiMoqg. e Pteris sp., podem ser observadas nas Figuras 6, 7 e 8,
respectivamente.

Azzarello et al. (2012) relataram, por meio deudss com MET e
MEV, que a espéciPaulownia tomentostolerou niveis elevados de Zn por
meio da utilizagdo de mecanismos sofisticados camaptagdo de elementos-
traco tanto na parede celular quanto nos vacudgsraizes. Laperche et al.
(1997) observaram, por meio de MET associada aq EBScumulo de Pb nos
vacuolos das raizes da espéBierghum bicolorL. Moench, com aspecto
semelhante aos materiais eletro-densos encontremosaciolos das espécies
em nosso estudding et al. (2010) observaram que ndo houve alf&®agos
cloroplastos das células de uma espégieris divaricata exposta a elevados
niveis de Cd; no entanto, houve uma diminuicdo tnmero de amido nestas
células. Faheed, Mazen e Elmohsen (2012), estudasmdespécie€orchorus
olitorius e Malva parviflorg expostas a diferentes concentracdes de Cd, Cu, Pb
e Zn em solucdo nutritiva, observaram alteracdelsllates em células
especializadas no acimulo de elementos-traco cdicleaalargado, plastidios
com poucos graos de amido, citoplasma rico em etgah membranas e
vesiculas. Dou et al. (2009), estudando a interagfie Ca e Mn, na espécie
hiperacumuladoraPhytolacca americanaencontraram cristais de Mn nos

vacuolos de células especializas desta espécie qoossivel forma de
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desintoxicacdo. Peng-Jie et al. (2012) relatarangrapa espécie

hiperacumuladora de C®icris divaricata maior acimulo de elementos-traco
em tecidos de baixa atividade celular como tricomasélulas superiores e
inferiores da epiderme.

Tal como outros organismos multicelulares, astpfaapresentam uma
divisdo nas funcdes. Células especializadas desenvese em funcdo da
variedade e das necessidades para se manter aaléda,de dar suporte ao
crescimento e desenvolvimento, prote¢do, suporteanien, sintese ou
armazenamento de energia, absorcdo, secrecdoduefioy divisdo celular e
unido dos tecidos, independente do ambiente erd#igdm em que se encontram
(GUNNING; STEER, 1975). No presente estudo, fordmseovadas diversas
alteracdes relatadas por estes autores. Sendo, &ssinmos resultados obtidos,
sugere-se que o vacuolo seja a principal formaedintbxicacao celular por
elementos toxicos como Zn, Cd e Pb, assim comamaces intercelulares, por
ndo apresentaram uma funcao vital direta, metahydi@s atividades celulares.

A translocacdo para os 6rgdos da parte aéreastebdicdo e a
acumulacao de elementos-traco nos diferentes 6dgiasna planta, também,
representam fatores-chave para o sucesso de fagagrt (AZZARELLO et al.,
2012). Portanto, o acumulo de elementos-traco remecees em estudo,
principalmenteGomphrena clausseniilog. ePterissp., relatados tanto na parte
aérea quanto nas raizes, mostram o grande potedeiabmbas como
fitoextratoras e possiveis espécies a serem apbcasin programa de
fitorremediacéo.
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Figura 6 Eletromicrografia de transmissdo dendropogon sp. mostrando
alteracdes celulares na possivel adaptacdo a aleatentracdo de
elementos toéxicos. (A) a (D), raiz; (E) a (H), pasérea. V = Vacuolo,
Vs = Vesicula, EI = Espaco intercelular, N = NUg¢lo= Plastidio,
GA = Grao de amido, M = Mitocbndria, PC = Paredellag, Setas =
Material eletro-denso
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Figura 7 Eletromicrografia de transmissdo d&omphrena clausseniMoq.
mostrando alteracdes celulares na possivel adaptacdlevada
concentracdo de elementos toxicos. (A) a (D), rdy;a (H), parte
aérea. V = Vacuolo, Vs = Vesicula, M = Mitocondfia= Nucleo, P =
Plastidio, PC = Parede celular, Setas = Matemiteldenso
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celulares na possivel adaptacédo a elevada cong&otoe elementos
téxicos. (A) a (D), raiz; (E) a (H), parte aérea.=Wacuolo, M =
Mitocéndria, N = Nucleo, P = Plastidio, EI = Espagtercelular, CG
= Complexo de Golgi, RE = Reticulo endoplasméatB=ias = Material
eletro-denso
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4 CONCLUSOES

Os resultados revelam que as espécies em estudoaraons grande
habilidade, especialmente, no que diz respeit@anizacao celular, em tolerar
altas concentracdes de Zn, Cd e Ph, por meio ddeisomplexos mecanismos
de captura destes elementos em estruturas partisulaomo espacgos
intercelulares e vacuolos, ou pela formacdo ddatsisde oxalato que sao
capazes de reter estes elementos como forma dig&gude ions e, ainda,

auxiliar na protecdo mecénica da planta.
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