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RESUMO

A fitorremediacdo é uma proposta inovadora como metodologia alternativa para a remogao de
poluentes organicos, sendo o sucesso da técnica condicionado a selecdo criteriosa de plantas
com caracteristicas favoraveis. Espécies de leguminosas exibem particularidades favoraveis
para crescerem rapidamente em solos degradados, o que é uma qualidade importante quando se
considera o potencial para fitorremediagdo destes contaminantes. Para alcancar o objetivo
foram realizadas pesquisas bibliogréficas e experimentais, organizados em trés capitulos. Desta
forma, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta fisioldgica, determinar a tolerancia e o
potencial fitorremediador de C. ensiformis L. em doses crescentes de cobre e zinco no solo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado
para ambos os metais. O solo foi tratado com cinco doses (0, 10, 20, 40 e 80 mg kg-1!), com
quatro repeticdes, a espécie utilizada foi a C. ensiformis. O primeiro capitulo € uma revisdo
bibliografica sobre os metais potenciamente toxicos, cobre, zinco, fitorremediagdo e C.
ensiformis. O segundo capitulo teve como objetivo avaliar as respostas fisioldgicas de C.
ensiformis cultivadas em solo com doses crescentes de cobre e zinco. As variaveis analisadas
foram: intensidade de verde, indice fotossintético (PI) e contagem do nimero de nodulos. Além
disso, foram analisadas as variaveis de fluorescéncia da clorofila a: fluorescéncia inicial (Fo),
fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e eficiéncia quantica maxima do PSII
(Fv/Fm). Os resultados foram submetidos a ANOVA e teste de regresséo (p<0,05). Em relagédo
a fluorescéncia da clorofila a, verificou-se que os individuos apresentaram taxas fora do normal,
indicando condicéo de estresse, houve diminuicdo na relagdo Fv/Fm e na intensidade de verde
na dose 80 mg kg™. Os indices fotossintéticos revelaram que as plantas de C. ensiformis sdo
sensiveis a contaminagcdo de Zn e Cu. As maiores doses dos metais provocaram uma menor
quantidade de nodulos. Portanto, pode-se concluir que os metais cobre e zinco em niveis
elevados ocasionam dano ao metabolismo fisioldgico em plantas de C. ensiformis. O terceiro
capitulo teve como objetivo avaliar o potencial fitorremediador da espécie C. ensiformis
cultivadas em solo com doses crescentes de cobre e zinco. As variaveis analisadas foram a
morfométrica de crescimento: altura, diametro do caule e nimero de folhas, biomassa seca e
teores de cobre e zinco da parte aérea e raiz, os indices e fatores de translocagéo, bioacumulagéo
e tolerancia. As plantas de C. ensiformis durante o periodo experimental foram tolerantes aos
tratamentos utilizados, no entanto, doses de cobre e zinco no solo acima de 20 mg kg?,
diminuiram o crescimento dessas plantas. Os teores de zinco e cobre foram superiores na parte
aerea. O fator de translocacéo foi superior a 1 para Zn mostrando que para este metal a planta
foi fitoextratora. Portanto, pode-se afirmar que C. ensiformis é uma alternativa econdmica e
ecoldgica para a remediacdo de metais.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Feijdo-de-porco. Solos-Descontaminacao.



ABSTRACT

Phytoremediation is an innovative proposal as an alternative methodology for the removal of
organic pollutants, and the success of the technique depends on the careful selection of plants
with favorable characteristics. Legume species exhibit favorable characteristics for growing
rapidly in degraded soils, which is an important quality when considering the potential for
phytoremediation of these contaminants. To reach the objective, bibliographical and
experimental researches were carried out, organized in four chapters. Thus, this study aimed to
evaluate the physiological response, determine the tolerance and phytoremediation potential of
C. ensiformis L. in increasing doses of copper and zinc in the soil. The experiment was carried
out in a greenhouse, in a completely randomized design for both metals. The experiment was
carried out in a greenhouse, in a completely randomized design for both metals. The soil was
treated with four doses, in addition to the control of copper and zinc equivalent to (0, 10, 20, 40
and 80 mg kg™), with four replications, the species used was C. ensiformis. The first chapter is
a literature review on potentially toxic metals, copper, zinc, phytoremediation and C.
ensiformis. The second chapter aimed to evaluate the physiological responses of C. ensiformis
cultivated in soil with increasing doses of copper and zinc. The variables analyzed were: green
intensity, photosynthetic index (PI) and count of the number of nodules. In addition, chlorophyll
a fluorescence variables were analyzed: initial fluorescence (Fo), maximum fluorescence (Fm),
variable fluorescence (Fv) and maximum FSII quantum efficiency (Fv/Fm). The results were
submitted to ANOVA and regression test (p<0.05). Regarding the chlorophyll a fluorescence,
it was found that the individuals presented rates outside normal, indicating a stress condition,
there was a decrease in the Fv/Fm ratio and in the intensity of green at the dose 80 mg kg™.
Photosynthetic indices revealed that C. ensiformis plants are sensitive to Zn and Cu
contamination. Higher doses of metals caused fewer nodules. Therefore, it can be concluded
that copper and zinc metals at high levels cause damage to physiological metabolism in C.
ensiformis plants. The third chapter aimed to evaluate the phytoremediation potential of the
species C. ensiformis cultivated in soil with increasing doses of copper and zinc. The variables
analyzed were the growth morphometric: height, stem diameter and number of leaves, dry
biomass and copper and zinc contents of shoot and root, translocation indexes and factors,
bioaccumulation and tolerance. The plants of C. ensiformis during the experimental period were
tolerant to the treatments used, however, doses of copper and zinc in the soil above 20 mg kg-
1 reduced their growth. Zinc and copper contents were higher in shoots. The FT was greater
than 1 for Zn showing that for this metal the plant was phytoextractor. Therefore, it can be
stated that C. ensiformis is an economic and ecological alternative for metal remediation.

Key words: Phytoremediation. Canavalia ensiformis. Soil remediation.



LISTA DE SIGLAS

ABNT: Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
AM: Manhé

ATP: Adenosina trifosfato

Cu: Cobre

CuSOs: Sulfato de Cobre

CV (%): Coeficiente de Variacao

DIC: Delineamento inteiramente casualizado

Fo: Fluorescéncia inicial

FAAS: Espectrometria de absor¢do atbmica em chama
FB: Fator de Bioacumulacéo

Fm: Fluorescéncia maxima

FMAs: Fungos Micorrizicos arbusculares

FSII: Fotossistema 11

FT: Fator de Translocacao

Fv/Fm: Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il
Fv: Fluorescéncia variavel

H.0: Agua

H»S04: Acido Sulfurico

HCL: Acido cloridrico

IT: indice de Tolerancia

IV: Intensidade de Verde

KCL: Cloreto de Potéssio

M.O.: Matéria organica

MPT: Metais potenciamente toxicos

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato



NF: Numero de folhas

PA: Parte aérea

pH: Potencial Hidrogenibnico
PI: Indice fotossintético

PM: Tarde

Qa: Quinona a

RSU: Residuos solidos urbanos
SPAD: Soil Plant Analysis Development
SR: Sistema radicular

TFSA: Terra Fina Seca ao Ar
Zn: Zinco

ZnCl,: Cloreto de Zinco



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ..ottt sttt n st 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o e e e e er e er s 14
2.1. Metais potencialmente tOXiCOS (MPT) .....ooioiiiiiiiece et 14
2. 0.0 GO e 15
2.0.2 COBIE N0 SON0. .ottt e e et e e —————aaaaaaaa 16
2.1.3 CODIre NA PIANTA........eeiieeeee ettt 16
2.0 ZINCO e e e e et e e e e e e e ———————aaaaa 17
205 ZINCO NO SO0 oo s 18
2.1.6 ZINCO NAPIANTA ... 18
A 1 (0] =] 04 T=T o L= Vo Lo USSP 19
2.2.1 Plantas fitorremMeQIA0OIAS ........ooveeeeeeeeeeeeeee e 21
2.2.2 O uso de leguminosas como fitorremediadoras. ..........ccoveivereiiesieese e 23
2.3 Métodos iNSTrumMENTAIS A€ ANANTISE ......ooeeeeeeeeee ettt e et e e e 25
2.3.1 Espectroscopia de abSOrga0 atOmiICa .........ccvrireriieiiiiie e 25
2.3.2 Fatores de bioacumulagéo (FB) e translocagéo (FT) e indice de tolerancia (IT) ............ 27
2.3.3 INENSIAAAE B VEIUE ... et e e e e ettt e e e e e e e e e e eeaeeeaaaas 28
2.3.4 EfiCieNncia fOtOQUIMICA. .......eveieiiiieieese et 29
REFERENCIAS ...ttt ettt eeeeeeee et et eeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeseeeeeeeeeeeeeens 31
(07N =1 1 116 | 1@ 1 I [T PTRPRO 43
RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Canavalia ensiformis L. AOS METAIS COBRE E
ZIN C O e et e e e et et e e e arrr———————— 43
(L2 0] 516 [7:X @ LT 45
2. MATERIAL E IMETODOS ..o e e er e s e e er e e es e ees et esereessaneesanans 47
2.1 Material Vegetal e Condiges de CUtIVO..........ccoeiiiiiiiiiiiee s 47
2.1.1 DAUOS CHIMALICOS. ... eeeeeeeeeee e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e ae e eeeeeeeeeeennreeeeeeeeaans 48
2.2 Delineamento EXPerimental ... 49
2.3 Analises do tecido Vegetal € SOI0 .........cuiiieiiee e 49
2.3.1 Determinagao de pH em H20 € KCl.......ooiiiiiiiiiice s 51

2.3.2 Determinagdo da percentagem de materia OrganiCa ..........ccocvrerereeieerieniesesiesieseseeeens 51



2.3.3 Determinacéo da capacidade de troca CatiOnNICa .........cceuereerierieieerieeie e 51

2.4 Variaveis FiSIOIOQICAS ........ccueiiiiiiic ettt re e 52
2.4.1 INtenSIdade 08 VIR .......oceeeiii ettt 52
2.4.2 Rendimento quantico maximo do fotossistema I (FV/FM) .....cccoovveiviiiiieiice e, 52
2.4.3 Indice TOtOSSINEICO (P1) ......vveveceeeeiceese ettt 52
2.5 Namero de NOdulos € NOAUIAGAD..........ccceiiiiiieieieie e 53
GRS 7 L) o PSSR 53
3. RESULTADOS E DISCUSSAO..........coiieieeeieieee st sesisss s esas s asnen o 54
4 CONSIDERAGOES FINAIS.......ooviiieieeeseeeeeeteeeses e sesssesass st senssss s s s s sensesenes 64
REFERENCIAS ..ottt 65
CAPTTULO T oottt 73
POTENCIAL DE FITORREMEDIAC}AO DA Canavalia Ensiformis L. PARA COBRE E
4 |\ @ TSSO PSPPI 73
L INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt sttt en et enens 75
2. MATERIAL E METODOS ...ttt 77
2.1 Material Vegetal e Condigdes de CUItIVO..........ccceieeieiiiiicsc e 77
2.2 Delineamento EXPerimental ... 77
W Y- U T (V=T 1SS 78
2.3.1 Medic¢6es dos parametros biométricos e acimulo de biomassa ..........cccccevveveviciieennnnn, 78
2.4 Experimento de fitorremMediagao. ........ccuiveriiiriiieieie e 78
2.4.1 Extracdo de metais biodisponiveis no solo antes e apos 0 plantio ...........ccccccvvervrnnnnnne. 78
SR ] 7 L 1S) o PSSR 80
3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coooiieieeeeieieeeeeeieeestesesesesss s ssas s ssnan s, 81
4 CONSIDERAGOES FINAIS........ooevoieeeeeeeeee e ses s enes st enss st sn s s s senaasenes 94

REFERENCIAS ..o e et e e et e et et et e et ee e et e e s e e et e et e s e e et e et e e e e e e s ae et e esarans 95



12

CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

A fitorremediacdo é uma préatica biologica que se refere ao uso de plantas na
descontaminacdo de solos poluidos, especialmente com metais pesados, reduzindo seus teores
aos niveis seguros a saude humana, além disso, essa técnica pode contribuir na melhoria das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas destes solos (FENG, 2017).

Em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, Canadd e Alemanha a
fitorremediacdo vém crescendo cada vez mais, seja por sua grande viabilidade técnica e/ou
econémica (BASU, 2018). No Brasil, ha uma caréncia de dados acerca da relacéo solo-planta
nas condicdes de clima tropical, condicGes e tipos de solo, praticas de manejo de culturas na
captacdo e acumulacgéo de metais pesados pelas plantas (DOS SANTOS-ARAUJO et al., 2017).

A reducdo do contetdo de clorofila nas folhas e, por conseguinte, da fotossintese, devido
ao excesso de cobre, esta relacionada especialmente com a redugdo do numero e volume dos
cloroplastos, cujas organelas sdo responsaveis pela atividade fotossintética nas plantas
(MARTINIS et al., 2013).

O excesso de zinco em plantas pode conduzir a toxicidade por esse elemento,
desequilibrios de nutrientes, inibicdo do crescimento, clorose foliar e fotossintese diminuida
(LI et al., 2013). Ainda hd muito que se estudar sobre as respostas fisiologicas das plantas
submetidas ao estresse por metais, pois ainda s&o poucos os trabalhos envolvendo a
fitorremediacdo com essas espécies.

As plantas fitoextratoras com maior tolerancia ao estresse motivado por metais pesados
tendem a proporcionar maior potencial de acimulo com o menor ou nenhum dano oxidativo ou
prejuizos as suas condicdes fisioldgicas (SARWAR et al., 2017).

A medida que a planta adquire defesas para tolerar substancias potencialmente toxicas,
pode conjuntamente, criar sistemas de acumulo tanto nas raizes, quanto nas folhas e caule
(CHAVES et al., 2010; CAIRES, 2011). E em distintas circunstancias, o acimulo passa a ser
regulado pelo acréscimo das dosagens aplicadas.A adubacdo verde com leguminosas tem sido
uma Otima opg¢do para a recuperacdo da qualidade fisica do solo, proporcionando menor
resisténcia do solo a penetragdo e menor densidade do solo (BONINI, 2012).

Pesquisas alcancadas por Andrade; Tavares; Mahler (2010), Vasconcellos; Pagliuso;
Sotomaior (2012), evidenciam que existem plantas especificas para a fitoextracdo, dentre estas

a Canavalia ensiformis, conhecida popularmente como feijdo-de-porco. Conforme Madaléo et
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al. (2012), esta planta consegue descontaminar o solo devido a sua alta capacidade de absor¢éo
e acumulacdo interna superior na parte aérea.

Os principais resultados das plantas de cobertura sdo verificados na melhoria da
fertilidade do solo, via fixagéo de N e ciclagem de nutrientes (CICEK et al., 2014), na melhoria
da estrutura do solo, minimizando a formacao de camadas compactadas, acrescentando carbono
e nitrogénio ao solo (WIESMEIER et al., 2015), e no aumento da variedade faunistica,
fornecendo significativamente para a melhoria das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo (ALMAGRO; MARTINEZ-MENA, 2014).

O Cobre é um dos contaminantes mais triviais e ndo biodegradaveis do solo entre os
metais pesados (HOUGH, 2010). A contaminacg&o por Cu em solos agricolas é muito comum e
procede do emprego frequente de fertilizantes e pesticidas para acrescer a producdo agricola e
diminuir a incidéncia de pragas e doengas (GONZAGA et al., 2020).

O Zinco é um elemento quimico que se acha presente nos diferentes ambientes naturais
como agua e solo sendo um oligonutriente fundamental a vida, uma vez que participa de
distintos processos bioguimicos (BARRETO, 2010). Como recurso natural é empregado na
industria de galvanizacdo, atribuindo protecdo contra corrosdo de pecas de aco e ferro da
corrosdo. Neste sentido, além de ser disponibilizado via processos naturais, a sua presenga na
natureza pode advir em desempenho de a¢des antropicas como descarte improprio de grandes
guantidades deste elemento.

A hipdtese deste trabalho é que a espécie C. ensiformis tem potencial fitoextrator em
relacdo ao cobre e zinco. Espera-se, em funcdo de seu mecanismo de tolerancia, por meio do
controle dos danos oxidativos, que a espécie apresente também ajustes nos processos
fotossintéticos, sem perda consideravel de biomassa quando exposta a combinacao dos metais
Zn, Cu em excesso no solo.

Com isso, 0 objetivo foi avaliar as respostas fisioldgicas, determinar a tolerancia e o

potencial fitorremediador de C. ensiformis aos metais cobre e zinco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Metais potencialmente toxicos (MPT)

O Brasil enfrenta um alarmante problema ambiental, que é o gerenciamento de residuos
solidos, sobretudo sua destinacdo. Nas ultimas décadas, a geracdo destes residuos foi
significante a taxa de crescimento populacional, chegando, em 2017, a gerar 214,868 toneladas
de residuos por dia, e um total de 78,4 milhdes de toneladas totais no ano. O indice de coleta
dos sistemas de limpeza urbana concebe 91% do total gerado, entretanto 9%, ou seja, sete
milhdes de toneladas de residuos solidos urbanos (RSU), ainda séo postos em lix0es e aterros
controlados (ABRELPE, 2017).

A acdo antropica no ambiente € o fator principal quando se trata da contaminacdo do
solo por metais potencialmente tdxicos dentre as quais podemos destacar emissdes ocasionadas
pelo crescimento cadtico de areas industriais, mineracdo, uso inadequado de fertilizantes
quimicos e agentes fitossanitarios, e a aplicacdo no solo de residuos de esgoto (PANDEY et al.,
2016; ZHANG et al., 2010).

Quanto as vias de contaminagdo dos corpos d’agua por metais pesados e difusdo da
poluicdo no ambiente, observa-se que as duas predominadoras sdo: arraste direto para rios e
lagos por processos erosivos e percolagdo no perfil do solo (lixiviagdo), transmitindo as aguas
subterraneas (BARROS et al., 2011).

Ao contrario dos poluentes organicos, 0s metais pesados ndo podem ser
degradados, mesmo quando fontes pontuais de poluicdo sdo extraidas (BABIN-FENSKE;
ANAND, 2011). Os metais pesados sio meios com peso especifico maior que 5 g cm™
(BERTOLI et al., 2012). Dessa forma, alguns desempenham funcdo pertinente a nutricdo
mineral das plantas, como, zinco, ferro, cobre e cobalto, sendo relevantes como micronutrientes
(SILVA, 2014).

Os residuos solidos produzidos pela sociedade contém alto potencial produtivo de
metais pesados, se destacando o Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn). Tais
residuos liberam ou podem liberar metais pesados, chegando o nivel de poluicdo e
contaminacgéo junto ao meio ambiente (PINTO FILHO et al., 2012).

Waterlot et al. (2013), observaram a disponibilidade ambiental de Cd, Pb, Zn, Cu e indio
(In) em vinte e sete solos urbanos, aferindo sua fitodisponibilidade, por meio de um

experimento conduzido em casa de vegetacdo. Os resultados mostraram transferéncia de metais
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dos solos contaminados para as plantas estudadas e estabeleceu-se que a toxicidade do metal

era pertinente com os niveis de contaminacéo e as propriedades fisico-quimicas.

2.1.1 Cobre

Elemento quimico de simbolo Cu, proveniente do latim “cuprum”, nimero atémico 29
e de massa atdbmica 63,6 classificado como metal de transicdo entre os elementos Niquel e
Zinco, tendo seu ponto de fusdo a 1085 ‘C (WINTER, 2021).

O Caobre é flexivel, reciclavel, resistente a corrosdo e a altas temperaturas, é empregado
na geracgéo e na transmissdo de energia, em fiagOes e em praticamente todos os aparelhamentos
eletrénicos, sendo o terceiro metal mais usado no mundo (VALE, 2015). Em pequenas
guantidades € um micronutriente para as plantas, entretanto quando presente em alta
concentragéo no solo, em intervalos superiores a 760 mg kg™ é considerado toxico (CETESB,
2019) e danoso ao desenvolvimento das plantas.

A atividade de mineracdo contribui intensamente para a contaminagdo ambiental por
Cu, sendo que este metal adere facilmente & matéria organica presente nos solos. Uma vez que
alguns compostos de Cu séo soluveis, estes podem com facilidade ser encontrados na agua,
contaminando a mesma (ALLOWAY, 2010).

Fungicidas a base de cobre sdo empregados desde 1800, quando a calda bordalesa foi
descoberta por acaso na regido de Médoc na Franca e sua eficiéncia evidenciada contra a
proliferacdo de fungos como o mildio e oidio (MARTINS et al., 2014). Ela é uma mistura
composta por sulfato de cobre (CuSOs) e cal (Ca(OH)2) usadas em culturas convencionais e
organicas de frutas e hortalicas (BAURAND et al., 2016).

Fertilizantes e pesticidas empregados para aumentar a producdo agricola e controlar
pragas e doencas sdo 0s subsidios comuns de contaminacao do solo por cobre (GONZAGA et
al., 2020). Elevadas concentrac@es de cobre a partir de 100 mg kg™ no solo afeta as culturas
alimentares, modificando a morfofisiologia vegetal (REHMAN et al., 2019; ZHOU et al., 2019;
SALEEM et al., 2020).

Abordar o impacto indesejavel do Cu no ambiente do solo, imobilizacéo, limpeza do
solo, procedimentos de fitorremediacdo, 0 uso in situ de materiais verdes sdo repetidamente
identificados entre as melhores metodologias disponiveis para remediar e tornar minimo a
contaminacdo do solo (WANG et al., 2019a, 2019b). A remediacdo de solos agricolas
contaminados com Cu é de suma seriedade para evitar a contaminacdo da cadeia alimentar e
manter a produtividade das culturas (GONZAGA et al., 2020).
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2.1.2 Cobre no solo

O cobre é o terceiro metal mais comum no mundo ficando atras apenas do ferro e
aluminio, sendo consumido em diversas fabricacdes, da industria elétrico-eletrénica a maquinas
industriais (LME, 2018). No entanto, a producdo de rejeitos e residuos sélidos derivadas da
mineracdo e sua deposi¢do em barragens requerem cuidados com o meio ambiente.

Segundo Kuhn (2011), a contaminacéo de solos e da agua subterranea pela aplicacdo de
fungicidas cupricos, como a calda bordalesa, comecou a ser amplamente estudada devido a
importancia da vitivinicultura em vérios paises do mundo, inclusive no Brasil, e & verificacio
de que a aplicacdo de fungicidas cupricos a longo prazo, pode levar a contaminacéao dos solos,
da agua subterranea e de produtos da uva.

Boa parte da calda aplicada em cultivos como fungicida tem como destino o solo, devido
ao escoamento causado pela chuva ou a queda das folhas (VENDRUSCOLO, 2013). Segundo
Silva et al. (2011), torna-se imprescindivel a elaboragdo de estudos que apontem a selecéo de

plantas tolerantes ao cobre.

2.1.3 Cobre na planta

Os sintomas de deficiéncia incluem a producgéo de folhas com cor verde escuro, manchas
necradticas que surgem primeiro nas pontas das folhas jovens e se estendem em direcédo a base
da folha ao longo das margens, as folhas também podem ficar retorcidas ou malformadas. Sob
deficiéncia, severa abscisdo prematura pode ocorrer. Plantas exibem crescimento atrofiado e
seu desenvolvimento radicular é inibido (TAIZ et al., 2017).

Em todas as etapas do crescimento das culturas alimentares, altas concentracdes de Cu,
nas culturas alimentares, comprometem expressivamente a morfologia e fisiologia das plantas
(L1etal., 2018; REHMAN etal., 2019; ZHOU et al., 2019; SALEEM et al., 2020). Nas analises
de fitoextracao de cobre por meio do feijéo-bravo, Zancheta et al. (2011), observaram maiores
taxas de transporte do metal para a parte aérea (PA), enquanto outras espécies de plantas como,
por exemplo, 0 sorgo, caracterizou-se como menos habil nesta técnica.

A fitorremediacdo é um processo que usa plantas para extrair metais pesados do
ambiente pela absorcdo, acumulagdo ou transformacdo do metal em sua biomassa vegetal,
sendo uma ferramenta que pode ser aproveitada para a remediacdo de areas contaminadas com

metais pesados (Quadro 1).
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Quadro 1 — Utilizacao de plantas para a remediacdo de areas contaminadas com cobre.

Planta Cu Cu Referéncia
(11) no solo (I na
fitomassa
________ mg kg'l________
Trifolium repens L. 1000 850 Wang et al., 2008
Elsholtzia splendens N.F.M 1000 3200 Wang et al., 2008
Trifolium repens L. 317 490 Chen et al., 2006
Rumex japonicus H. 1044 185,6 Ke et al., 2007
Brassica juncea L. 150 188 Ma et al., 2009
Withania somnifera D. 12,7 463 Khatun et al.,
2008
Oryza sativa L. 23 49,1 Murakami & Ae,
2009
Arachis pintoiv K.G. 207 800 Andreazza et al.,
2011b

Fonte:(Adaptado de ANDREAZZA, Robson et al. 2011)

Zanchetaetal. (2011), obtiveram resultados que evidenciaram que as plantas respondem
de maneira caracterizada a contaminagdo do solo por Cu. A variagdo no grau de redugéo do
crescimento de plantas de milho ratificou a ocorréncia de diferencas na tolerancia ao excesso
de Cu, o que tem sido conexo ao nivel de atividade das enzimas que atuam nas estruturas
fisioldgicas das plantas.

Além disso, Varios estudos, incluindo trigo e arroz mostraram que altas concentragdes
de Cu no solo diminuem o crescimento e a producdo de biomassa das plantas, por meio da
atividade bioldgica reduzida e imediata perda de fertilidade (MOSTOFA; FUJITA, 2013).

2.1.4 Zinco

Elemento quimico de simbolo Zn, nimero atdmico 30 com massa atdmica 65,4 e ponto
de fusdo 419,5°C (WINTER, 2021). Na atmosfera as deposi¢des podem acontecer por via seca
e Umida (chuva) (ALLOWAY, 2013), ainda pode estar adjunto a fontes antrépicas resultantes
de atividade industrial e esgoto domeéstico.

O zinco possui grande estima ao desenvolvimento econémico, além de ser essencial em
varios metabolismos enzimaticos em seres vivos. Entretanto, em altas concentragdes pode
provocar perturbacdes gastricas em humanos e se o consumo for prolongado pode gerar anemia
e aumentar os riscos cardiacos (RIBEIRO et al., 2013).

Segundo Chaney (2012), possivelmente, a primeira contaminacdo do solo por Zn, foi

por antigas metalurgicas do mediterraneo 20 d.C., e mais tarde no século XIII, por metaltrgicas
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indianas. Hoje em dia, sua contaminacdo pode ocorrer, por meio de residuos industriais de

galvanoplastia, ndo tratados de forma apropriada (RIBEIRO et al., 2013).

2.1.5 Zinco no solo

Esse metal é estimado eficaz em pequenas quantidades, entretanto é nocivo quando
presente nos limites acima aos toleraveis pelas espécies vegetais. Tiecher et al. (2016), mediram
se 0 aumento da concentracdo de Zn em solos do sul do Brasil pode acumular toxicidade as
plantas de milho, e a viabilidade da espécie para fitorremediacdo de solos contaminados com
Cu e Zn, obtendo sinais de fitotoxidez e comprometimento do desenvolvimento da espécie
estudada causado pelo Zn.

Magalhées et al. (2011), relataram o potencial de duas espécies de eucalipto (Eucalyptus
urophylla e Eucalyptus saligna) para a fitoestabilizacdo de solo contaminado com Zn, coletado
em area proxima ao patio de minério do porto de Itaguai-RJ e ao local da disposicéao de residuos
perigosos da Cia Mercantil e Industrial Inga em Itaguai-RJ. O solo foi tratado com dois agentes
inertizantes: escoria de aciaria (alcalino) nas doses de 4 e 6 % e carepa de laminacao (6xido de
ferro) com dose de 1%.

Parraga-aguado et al. (2013), examinando a influéncia dos pardmetros do solo na
disponibilidade do metal em uma floresta mediterranica afetada por contaminagéo de mineragdo
usando a espécie Pinus halepensis, notaram que as aciculas das plantas presentes nas areas
menos impactadas proporcionaram menores concentra¢ées de Mn e Zn em relacéo as analisadas
em é&reas de rejeitos, recomendando essa espécie como adequada a ser empregada na

fitorremediacdo dos mesmaos.

2.1.6 Zinco na Planta

O Zn ¢ absorvido pelas plantas predominantemente na forma de Zn2*, é conduzido na
planta das raizes para a parte aérea via xilema, entretanto alguns nutrientes podem exibir
interacbes com o Zn, afetando a assimilacdo do mesmo pelas plantas (YONEYAMA;
ISHIKAWA,; FUJIMAKI, 2015).

Para 0s vegetais 0 Zn € um micronutriente indispensavel em baixas concentragdes, mas
quando presente em altas concentracGes pode ter efeitos toxicos, acarretando danos por estresse
oxidativo e interferindo em multiplos processos fisioldgicos, danificando assim o crescimento
e desenvolvimento da planta (ROMEO et al., 2014).
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O alto teor de Zn no solo impede muitas fungdes metabolicas dos vegetais, procedendo
em crescimento retardado e causa senescéncia. A toxicidade por Zn também causa clorose nas
folhas mais jovens, o que pode estender-se para as folhas mais velhas ap0s exposicédo
prolongada (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010; OVECKA; TAKAC, 2014).

O crescimento e a estrutura do vegetal também podem ser afetados negativamente pela
toxicidade do Zn. Todeschini et al. (2011), evidenciaram que o Zn em Populus alba L.
transformou de maneira drastica a morfologia das folhas e causou a formacdo de cristais de
oxalato de calcio. Vijayarengan & Mahalakshmi (2013), mostraram que a toxicidade desse
metal reduziu o comprimento da raiz e da parte aérea, assim como a area foliar em Solanum
lycopersicum L.

A espécie Noccaea caerulescens tem uma alta aptiddo de acimulo de Zn. Foi detectado
mais de 2,5% de Zn na parte aérea seca, ap0s duas semanas de crescimento, sem que a planta
exibisse sintomas de toxicidade (DINH et al., 2015). Doichinova; Velizarova (2013),
examinaram em condigdes de estufa, o potencial fitorremediador de mudas de Carvalho
vermelho (Quercus rubra) e Pinho austriaco (Pinus nigra), em substratos contaminados com
metais Zn e Cu, medindo as concentracdes do poluente tanto nas plantas quanto nos substratos
ao final do periodo de estudo, constatou que a bioacumulacao e translocagdo de metais para a
parte aérea das plantas dependia intensamente de caracteristicas essenciais a estrutura da
espécie.

Ray; George (2010), examinaram os solos e diversas espécies nativas de plantas em
duas rodovias no sul da India: Main Central Road e Kottayam-Kumilly. Os autores pesquisaram
a concentracao de Zn em 19 espécies ao longo destas rodovias, e trés espécies se destacaram, a
Cleome rutidosperma DC. Peperomia pellucida (L) Kunth e Vernonia cinerea (L.)
acumularam 468,20; 321,40 e 220,66 mg kg™ na parte aérea, respectivamente. Estas espécies
acumularam quantidades de Zn elevados ao limite de tolerancia da maioria das espécies de
plantas avaliadas. Vale notar que em todas estas espécies, o teor de Zn, na parte aérea, foi igual
ao encontrado nos solos de onde foram coletados.

2. 2 Fitorremediacao

A fitorremediacdo estd configurada da seguinte forma: fitodegradacéo,
fitotransformacéo, fitoestimulagdo,  fitoestabilizagéo, fitoextracao, rizofiltracao,
fitoacumulacdo, fitovolatizacdo e rizodegradacdo. Sendo que cada procedimento listado

apresenta consigo caracteristicas que restringe ou corrobora para seu uso dependendo das
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particularidades onde anseia remediar levando em consideragdo ao contaminante presente na
area (PINHEIRO, 2017).

A Figura 1, demonstra de maneira mais visivel como as distintas metodologias da
fitorremediacéo atua de acordo com a situagdo exposta:

Figura 1-Diferentes técnicas de fitorremediagéo e locais de onde podem agir.

Fitoextrd

Fitodegradacao

Fitoestimulacao
Fitoextracao

<

Fitoestabilizacao Fitodegradacao

Fonte: Adaptado de Medeiros (2015).

De acordo com Preussler (2014), a fitorremediacdo emprega a potencialidade da relagéo
existente entre o solo e a planta para desintoxicar uma determinada area, incumbindo o ato de
degradar e neutralizar agentes toxicos presentes, visando a filtragem dos elementos percolados.
A fitoextracdo é um procedimento ou técnica em constante desenvolvimento para tratamento
de solos partindo da descontaminacgdo deste solo, em que incide em atuar onde ha presenca de
metais pesados (LEITE et al., 2019).

Para Santos et al. (2011), as vantagens da fitorremediacao residem em: custo inferior as
metodologias tradicionais, facilidade em monitorar as plantas em relacdo a micro-organismos,
etc. J& suas desvantagens sobrevém da possibilidade das plantas empregadas se tornarem
plantas daninhas, e da influéncia do clima e das condicdes edaficas no crescimento das plantas
na area, entre outras. Ainda de acordo com tais autores, é preciso um maior estudo em relacao
a utilizacao da técnica mediante e uma agéo conjunta de profissionais e com isso habituar-se o
melhor procedimento para remedicao (remediacéo) e recuperacdo de cada tipo de solo.

Fitorremediacdo é uma tecnologia verde, determinada como o uso de plantas para

remover, conter ou tornar potenciais contaminantes inofensivos, como metais, metaldides,
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oligoelementos, compostos organicos e inorganicos no solo ou na &gua (SHARMA,; PANDEY,
2014).

Segundo a CETESB (2019), uma area pode ser considerada contaminada quando for
confirmada contaminagdo por qualquer substancia, em que seus valores estejam acima dos
valores limites de concentracao, seja causado pela deposicdo, acumulo, acidente ou até mesmo
por presenca natural do elemento, possuindo assim a necessidade de prevenir ou intervir na area
afetada.

Os vegetais se adaptam a ambientes extremamente diferentes, de forma que muitas
espécies tém a capacidade de interagir simbioticamente com outros organismos. Essa interacéo
é decisiva para a adaptacdo em ambientes como solos salinos, &cidos, pobres e ricos em
nutrientes ou demasiadamente contaminados com metais (CHIOCHETTA, 2013).

Na fitorremediacdo os vegetais podem agir de forma direta ou indireta na diminuicao
ou remocdo dos contaminantes. Na remediacdo direta, 0os compostos sdo absorvidos e
acumulados ou metabolizados nos tecidos, por meio da mineralizaco desses compostos. Na
forma indireta, 0s vegetais removem contaminantes das aguas subterraneas, diminuindo assim
a fonte de contaminacdo ou quando a presenca de plantas propicia meio adequado ao aumento
da atividade microbiana, que degrada o contaminante. Existem varios mecanismos na
fitorremediacéo, dependendo do tipo de contaminante, a planta pode empregar distintos meios
para sua remocdo (MAGALHAES et al., 2011).

Dentre os procedimentos de extracdo de metais pesados do solo, como a retirada da
camada de solo contaminada e 0 bombeamento e tratamento da agua, a fitorremediacdo tem
sido a mais empregada, porque a revegetacdo com plantas fitoextratoras mobiliza os
contaminantes do solo, pela transferéncia de metais pesados para a parte aérea da planta, sem

que tenha grandes investimentos financeiros e requerimento de mao de obra (SANTOS, 2015).

2.2.1 Plantas fitorremediadoras

A fitorremediacdo pode favorecer a estabilizacdo do solo, a producdo de
biomassa/biocombustivel e o sequestro de carbono, uma vez que muitas espécies de plantas
mostram uma excelente aptidao de produzir biomassa e acumular varios poluentes ambientais
(AFZAL et al., 2014). Em geral, as plantas tratam terras contaminadas sem devastar o solo
superficial, conservando ou reformando a utilidade e fertilidade do solo (ALI et al., 2013).

Tantos artificios, fazem dos vegetais fantasticos cooperadores da minimizacao da eroséo

e a lixiviacdo dos metais pesados, resguardando o lencol freatico e aguas superficiais (CAIRES
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et al., 2011). Para atingir o resultado prometido com o procedimento de fitorremediacéo é
importante o uso de plantas que tenham caracteristicas de absorcdo, elevado nivel de
crescimento, entre outras.

E imprescindivel para o sucesso da metodologia a correlagdo ideal entre solo, planta e
0 poluente devido as caracteristicas distintas que cada circunstancia pode dispor para remocao
ou imobilizacéo do agente poluidor (COUTINHO et al., 2015).

Boechat (2014) expde, a partir de uma célula bacteriana Gram-negativa, a acdo de
ATPases que sdo grupos de proteinas complexas no transporte de metais pesados para o lado
de fora da membrana celular bacteriana e com funcdo de conduzir a resisténcia aos metais
pesados. Essas proteinas transportadoras evitam o0 excesso e acumulagdo de ions metélicos
toxicos e altamente reativos, como o Pb2*, Cu*, Prata (Ag®), Zn2* e Cd2".

Souza; Silva; Ferreira (2011), destacam como mecanismos que tornam as plantas
adaptadas ao estresse por metais pesados: a compartimentalizacdo, o controle de pH na
rizosfera, exsudacao de &cidos organicos e quelacdo. Deve-se acrescentar que uma planta pode
ter varias estruturas de tolerancia.

Segundo Almeida (2012), hoje em dia se utiliza o termo hiperacumuladora de metais
para mencionar plantas que acumulam >10.000 mg.kg™ de Mn e Zn, >1.000 mg kg™ de Cobalto
(Co), Cu, Pb, Niquel (Ni), Arsénio (As) e Selénio (Se) e >100 mg kg* de Cadmio (Cd). A
hiperacumulacdo é um fenbmeno importante, e a base evolutiva de sua sele¢do tem sido uma
improbabilidade desde seu descobrimento.

Esta particularidade encontra-se adjunta a um mecanismo bioquimico como: producéo
intercelular de compostos ligantes tais como amino&cidos e seus derivados, acidos organicos e
fitoquelatinas; alteragcbes nas formas de compartimentalizagdo; alteragcbes no metabolismo
celular; e alteracdes na estrutura da membrana. Sendo que os ligantes mais avaliados sdo as
fitoquelatinas e as metalotioninas (ALMEIDA, 2012).

Jagtap et al. (2014), por sua vez, conferiram trés espécies vegetais e suas habilidades de
remediar solos contaminados com oleo diesel e potencial para converter sua biomassa em
bioetanol, para isso empregaram Pinus densiflora, Populus tomentiglandulosa, e Thuja
orientalis cultivadas numa area de solo contaminado com 6000 mg kg™ de 6leo diesel.

O solo contaminado com diesel resultou na reducdo da biomassa vegetal para a maior
parte das plantas verificadas. No entanto, em P. densiflora a biomassa foi maior, também
indicando potencial da espécie em tolerar elevados teores de contaminante (JAGTAP et al.,
2014).
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2.2.2 O uso de leguminosas como fitorremediadoras

As plantas da familia Fabaceae (Leguminosae) tém duas fontes de nitrogénio, o mineral,
disponivel nos solos ou pela adicdo de fertilizantes nitrogenados e o nitrogénio fixado
biologicamente, por meio da relacdo simbidtica com bactérias dos géneros Rhizobium,
Sinorhizobium,  Allorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e  Mesorhizobium,
genericamente designadas de rizébio. Desta forma, o crescimento e a produc¢édo das leguminosas
sdo, em parte, efeitos da interacdo entre os cultivares das plantas, as estirpes de rizobios e as
condigbes ambientais em que a simbiose se desenvolve e que podem afetar a assimilacéo,
distribuicdo e emprego do carbono e nitrogénio pelas plantas. O nitrogénio disponivel para as
sementes determina a producdo e depende de uma fixacdo de nitrogénio (FBN) que se espace
até o enchimento dos gréos (NEVES; RUMJANEK, 1997).

Altas temperaturas, em regides tropicais sem representado um dos principais fatores
limitantes & FBN (HUNGRIA; VARGAS, 2000). Outros fatores limitantes foram descritos e
agrupados em: caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira; fatores edéaficos; fatores
climaticos e fatores relativos a populacao nativa de rizébio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Dentre os fatores edaficos e climatoldgicos, a acidez e a toxicidade de aluminio e
manganés sao comuns nos solos tropicais e podem afetar negativamente as simbioses de rizbio
com leguminosas (CARVALHO, 1978; MUNNS; FRANCO, 1981), porém, este efeito muda,
de acordo com a espécie vegetal e com a estirpe envolvida na simbiose.

Dentro desse aspecto, o emprego de leguminosas na fitorremediacédo, assim como na
técnica para manutengdo ou elevacdo de matéria orgénica do solo, vém despertando muito
interesse, pois além de adsorverem o nitrogénio atmosférico, tém alta capacidade de producao
de biomassa, cooperando para o aumento na fertilidade do solo, reformando a estrutura de
microbiota associada a rizosfera, precavendo zonas de aeragédo, além de impedir a lixiviacdo de
contaminantes pela aderéncia do contaminado nas estruturas radiculares (PAIVA, 2020).

Vérias plantas podem ser empregadas na fitorremediacdo de solos contaminados com
substancias inorganicas, destacando-se aquelas espécies da familia das leguminosas
(QUEIROZ et al., 2014) que sdo adequadas por serem plantas conhecidas como adubo verde,
as quais podem ser aproveitadas em solos agricolas.

As plantas desta familia também tém a capacidade de formar simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs), fungos comuns no solo com grande importancia para a
nutricdo mineral da planta e para 0 aumento da tolerdncia a diversos estresses ambientais
(ANDRADE et al., 2010).
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O uso destes tipos de plantas na agricultura ajuda na retencdo de agua do solo, de tal
modo como aumenta a disponibilidade de nitrogénio (N) no solo por serem estas capazes de se
associar simbioticamente com bactérias fixadoras de N2 experimentadas como rizébios
(MANDAL; BHATTACHARYA, 2012).

A técnica de fitoextracdo ocorre pela absor¢do dos contaminantes por meio das raizes e
a acumulagdo/translocacio destes contaminantes nas folhas e/ou caules das plantas. E a relagio
de produtos inorganicos em tecidos de plantas, tais como os metais pesados (Cd, Cu, Cromo
(Cr), Ni, Zn, Pb, Co, Manganés (Mn) e Mercurio (Hg) (VAMERALI et al., 2010).
Determinadas espécies de plantas que podem ser empregadas neste procedimento sdo: sorgo
(Sorghum bicolor), milheto (Pennisetum glaucum), crotalaria (Crotalaria juncea) e feijao-de-
porco (Canavalia ensiformis) (MEERS; TACK, 2010).

Dentre as plantas habeis para fitoextracdo de As estd a Brassica juncea que tem boa
capacidade de producéo de biomassa (NIAZI et al., 2017), e para fitoextracao de Pb e Zn estdo
a Coincya monensis e a Agrostis durieui que sdo hiperacumuladoras (FERNANDEZ et al.,
2017).

2.2.2.1 Canavalia ensiformis (L.)

As plantas da familia das leguminosas (Fabaceae) estdo entre as mais frequentes para
fitorremediacéo por oferecerem beneficios em relacdo a outras plantas que podem ser usadas
na fitorremediacdo de solos contaminados com metais e metaloides (QUEIROZ et al., 2014;
BARBOSA et al., 2015).

Pesquisas efetivadas por Vasconcellos; Pagliuso; Sotomaior (2012), confirmam que
existem plantas especificas para a fitoextracdo, dentre estas a C. ensiformis, conhecida
popularmente como feijdo-de-porco. Zancheta (2011), medindo o potencial fitoextrator de Cu
por plantas de sorgo (Sorghum bicolor), milheto (Pennisetum glaucum), crotalaria (Crotalaria
juncea) e feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), verificou que o teor e acimulo de Cu nas
plantas foram adequados a adi¢do do metal na solugédo nutritiva, entretanto, foram muito mais
elevados no sistema radicular do que na parte aérea.

A medida que a planta adquire defesas para permitir substancias potencialmente toxicas,
pode conjuntamente, criar sistemas de acimulo tanto nas raizes, quanto nas folhas e caule
(CHAVES et al., 2010, CAIRES, 2011). E em vérias situagfes, 0 acimulo passa a ser adequado

ao aumento das dosagens aplicadas.
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Por sua vez, Zancheta et al. (2011), concluiram que o feijdo de porco expés, na sua
pesquisa, maior concentracdo, acimulo e transporte de Cu para a parte aérea, sendo uma espécie
com potencial para ser empregada em programas de fitorremediacéo de Cu.

Belo et al. (2011), ao medir a eficiéncia de espécies Helianthus annus, Canavalia
ensiformis, Dolichos lab lab e Arachis hypogaea na remediacdo em Argissolo Vermelho-
Amarelo contaminado com o herbicida sulfentrazone, concluiram que todas as espécies
cultivadas sdo tolerantes ao sulfentrazone e proporcionam potencial de remediacdo de solo
contaminado, todavia os autores destacaram que a espécie Helianthus annus apresenta melhor
capacidade de remediagéo de solo contaminado com esse herbicida (BELO et al., 2011).

Dentre as plantas avaliadas por Assuncdo (2012), o feijado-de-porco exibiu sintomas de
fitotoxidez durante a fase de crescimento. Concentrou os maiores teores de multimetais no caule
(267,08 mg kgt de Pb; 21,05 mg kg* de Cd e 270,2 mg kg™ de Zn). Essa leguminosa apresentou
0 maior valor (33,92) de fator de translocacdo = FT para Pb. Exibiu, ainda, o maior valor (1,02)
de fator de bioacumulacdo = FB para cddmio. Assuncdo (2012) mostrou que entre cinco
espécies herbaceas estudadas (feijdo-de-porco, grama batatais, mamona, pinhdo manso e
vetiver), o feijdo-de-porco apresentou a maior producdo de biomassa.

A capacidade da C. ensiformis em fixar o nitrogénio atmosférico em simbiose com 0s
rizbios beneficia o crescimento de outras culturas companheiras, aumentando seu valor
nutricional (PADOVAN et al., 2016; HERNANDEZ-FORTE et al., 2017). A biofertilizacdo da
canavalia com rizébios obtidos dos nddulos desta planta e adaptada as condi¢des acidas do solo,
favorece seu estabelecimento no campo.

Com relacao aos beneficios da espécie para o controle de plantas daninhas e nematdides,
Magalhé&es; Franco (1962), analisaram que plantas de tiririca, quando submetidas ao tratamento
com extrato de nodulos de raizes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), comprovaram
inibicdo do brotamento dos tubérculos e folhas cloréticas. Anaya (1999), examinou que folhas
de feijdo-de-porco, quando adicionadas ao solo, reduzem em mais de 50% o indice de

incidéncia de nematoides de raizes em tomateiros.

2.3 Métodos instrumentais de analise

2.3.1 Espectroscopia de absorcao atbmica

Ao longo da histdria da Quimica, emergiram-se distintas metodologias para caracterizar,

quantificar e identificar elementos e compostos numa aliquota. Apesar de apontarem resultados,
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pesquisadores ressaltaram que os procedimentos classicos, como volumetria e gravimetria, ndo
ofereciam resultados com uma alta confiabilidade, visto que por serem processos de alto
manuseio humano a acumulacdo de erros ficaria inerente aos dados alcancados, sobretudo
quando as amostras eram de pequena massa.

Além disso, com o avanco da Ciéncia no século XX, examinar o comportamento de
amostras aplicando uma fonte elétrica e emissGes, foram fatores que cooperaram para 0
desenvolvimento de métodos instrumentais, como é o caso da espectroscopia de absorcdo
atdbmica (CASS; BARREIRO, 2011; SILVA, 2014). A teoria base da espectroscopia de
absorcdo atdmica tem embasamentos na absorcdo de radiacdo eletromagnética, decorrida de
uma fonte de radiacdo, de atomos gasosos livres no estado fundamental (SOOKG et al., 2008).

Metodologia criada por Walsh na Australia e por Alkemade e Milatz na Holandaem
1955, mas o primeiro espectrébmetro de absorcdo atdbmica comercial sé foi ingressado no
comeércio quatro anos apds a criacao da técnica, em 1959. A espectroscopia de absor¢ao atdbmica
por chama pode ser empregada para definir quantitativamente cerca de 60 a 70 elementos
metalicos e ndo metélicos, entretanto € um método de caracteristica monoelementar, sé é
presumivel se analisar um elemento por vez (KRUG et al., 2004).

Primeiramente a amostra liquida é succionada até o nebulizador, onde sera transformada
em um aerossol. Neste momento as goticulas serdo escolhidas de acordo com seu tamanho; as
maiores serdo rejeitadas através do dreno e as menores se juntardo com a mistura de gas
combustivel/oxidante, sendo estas cerca de 5 a 10%.

Ao chegarem a chama o solvente sera evaporado, constituindo um aerossol seco, e entdo
o0 analito se volatilizard e comecgara o processo de atomizacdo por meio da energia térmica
sucedida da chama. Ser4 entdo incidido sobre os &tomos uma radiacéo eletromagnética, advinda
de uma fonte de radiacdo no mesmo comprimento de onda em que o elemento em analise
absorve.

A radiacdo eletromagnética ndo absorvida pelo analito seguira até 0 monocromador, que
separaré apenas a linha espectral vinda da fonte de radiagcdo, apontando para o detector apenas
o comprimento de onda desejado, que emitird o sinal de absorbancia. A Figura 2 esquematiza
0 processo descrito (KRUG et al., 2004).
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Figura 2-Esquematizacdo do espectro de absor¢do atbmica com chama.
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Fonte: KRUG, F. J., NOBREGA, J. A., OLIVEIRA, P. V.; Espectroscopia de Absor¢ao Atdmica; apostila UFJF,
2004.

Nesta técnica é essencial que haja um elevado nimero de atomos gasosos livres no

estado fundamental para que se eleve ao maximo o sinal.

2.3.2 Fatores de bioacumulacéo (FB) e translocacdo (FT) e indice de tolerancia (IT)

Conforme Boechat (2014), espécies vegetais que apresentam fator de bioacumulacao e
fator de translocacdo maior que um, sdo potenciais para serem utilizadas como fitoextratoras de
metais pesados. Também, de acordo com Souza et al. (2013), quando a relagdo entre a
concentracdo do elemento na parte aérea e a raiz apresentar valor maior que um, indica que o
contaminante é acumulado em sua maioria na parte aérea da planta, o que significa que a planta
é hiperacumuladora e pode ser utilizada na fitorremediacao.

O FB mede a capacidade da planta em absorver o metal do solo e de bioacumula-lo na
biomassa da parte aérea ou da raiz e as plantas sdo classificadas em acumuladoras (FB>1),
indicadoras (FB=1) e exclusoras (FB<1). Ja o FT se refere a capacidade da planta em transportar
0 metal da raiz a parte aérea e as plantas sdo classificadas em eficientes (FT>1) e ineficientes
(FT<1) (TIWARI et al., 2011).

O indice de tolerancia pode ser considerado um parametro que indica a capacidade de
resposta das plantas ao estresse promovido por substratos contaminados. Para Guterres et al.
(2019), esse parametro pode ajudar na selecdo de plantas para projetos de recuperacao de areas

contaminadas.
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2.3.3 Intensidade de verde

As clorofilas sdo os pigmentos biologicos fotossintéticos mais abundosos na Terra
(KLUGE et al.,, 2015). A analise do teor de clorofila nas folhas é um procedimento
frequentemente adotado na agricultura para monitorar o desenvolvimento vegetal, fornecendo
dados importantes sobre o estado fisioldgico, teores de nitrogénio nas folhas e o potencial
fotossintético das plantas (RICCARDI et al., 2014; YANG et al., 2015).

A medicao direta de clorofila utilizando produtos quimicos para a extracdo € um método
destrutivo, complexo e lento, 0 que induziu ao desenvolvimento de leitores Opticos moveis,
fornecendo instrumentos ndo destrutivos para a estimativa indireta dos niveis de clorofila nas
plantas (CORTAZAR et al., 2015).

O uso do clorofilometro SPAD-502 (Minolta®, Japdo) ja foi descrito para distintas
culturas para medir a intensidade de verde, como em Eucalyptus dunnii Maiden (DRANSKI et
al., 2016), Lycopersicon esculentum Mill. (NOGUEIRA et al., 2018), entre outras.
Frequentemente, o teor de clorofila nas folhas € utilizado para estimar o potencial fotossintético
das plantas, por causa de sua ligagdo direta com a absorcéo e transferéncia de energia luminosa
(CROFT etal., 2017; LUO et al., 2019).

Em todas as fases do desenvolvimento, altas concentragcbes de Cu, nas culturas
alimentares, comprometem expressivamente a morfologia e fisiologia das plantas (LI et al.,
2018; REHMAN et al., 2019; ZHOU et al., 2019; SALEEM et al., 2020).

O nivel de radiagio no momento da medicdo também intervém na leitura do
clorofilémetro. Os cloroplastos alteram sua orientacdo nas células em resposta ao nivel de
radiacdo incidente. Em baixa radiacdo, os cloroplastos orientam-se ao longo das paredes
celulares superiores e inferiores, perpendicularmente ao sentido de incidéncia da luz, enquanto
em alta radiacdo eles estdo determinados, sobretudo, ao longo das paredes verticais das células,
paralelamente ao sentido de incidéncia da luz (TAIZ et al., 2017).

Chaves et al. (2010), avaliando implicagdes do excesso de Cu e Zn no desenvolvimento
inicial de Jatropha curcas L., concluiram que essa espécie é tolerante até doses de 75 mg kg?,
e apos esse valor teve reducdo significativa da biomassa. Ja Hiraki (2016), medindo o potencial
de fitorremediacdo de Jatropha curcas L. perante diferentes concentracdes de niquel (Ni),
observou que mesmo nas doses de 100 mg kg™ ndo possuiram alteragdes de massa fresca, massa
seca e na intensidade de verde, mesmo aos 210 dias apds transplante (DAT). Demonstrando
que o teor de clorofila, e, tdo pouco a assimilacdo fotossintética de carbono foram afetadas em

seu estudo.
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Em trabalhos com distintas espécies, como feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis (L.)
DC.), milho (Zea mays L.) e aveia preta (Avena strigosa Schreb.), cultivados em solos com
altos teores de Cu e Zn, foram analisados decréscimos nos teores de clorofila a, clorofila b e
carotenoides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b).

Segundo Pinto (2016), o arroz no Neossolo (V=50%) com Cu, apresentou 14,2 unidades
SPAD. Essa variacdo na intensidade de verde na cultura do arroz foi causada pelos efeitos
iniciais da toxidez do Cu, visto que essa medida foi realizada nos primeiros estadios vegetativos.
Videiras submetidas a altas concentracBes de Cu também exibiram reducdo acentuada de
pigmentos fotossintéticos (CAMBROLLE et al., 2013b; ROSA et al., 2014).

2.3.4 Eficiéncia fotoquimica

O uso de parametros de fluorescéncia tem sido difundido sobretudo no estudo de
fotossintese por ser um método que, além de ndo destrutivo, permite avaliar qualitativa e
guantitativamente a absorcéo e o aproveitamento da energia luminosa através do fotossistema
Il e as possiveis relacbes com a capacidade fotossintética (FERRAZ et al., 2014).

O indice fotossintético (“Photosynthetic index”, PI), é estimado o mais sensivel aos
efeitos dos estresses do que a relacdo Fv/Fm devido a combinacdo de 3 passos da atividade
fotossintética dos centros de reacBes do FSII: a densidade dos centros de reacdo ativos com
base na quantidade de moléculas de clorofilas, ou seja, a eficiéncia na absorcdo de luz
(RC/ABS); a probabilidade de captura da energia luminosa, i.e., a capacidade de reduzir Qa
(Fv/Fo); esta relacéo esta relacionada com a atividade do complexo de liberagdo do oxigénio no
lado doador do FSII (KALAJI et al., 2017); e a taxa de transporte de elétrons (ET/TR-ET);
representa a conversdo da energia luminosa para o transporte de elétrons no FSII, ou seja, a
contribuicdo das reacGes bioquimicas. A avaliacdo desses componentes permite examinar a
atividade dos fotossistemas Il e | (STRASSER et al., 2000; COUTO et al., 2014).

Fisiologicamente, o excesso de Cu e Zn gera aumento na sintese de proteinas e enzimas
envolvidas na defesa aos danos oxidativos (YANG et al., 2011), alteracdo no transporte de
elétrons da fotossintese e fotoinibicdo (CAMBROLLE et al., 2015). Além disso, 0 estresse por
Cu e Zn pode danificar a estrutura das raizes (AMBROSINI et al., 2015; BOCHICCHIO et al.,
2015), o que pode diminuir a absor¢do de 4gua e nutrientes minerais do solo e, do mesmo modo,
diminuir o crescimento das plantas (AMBROSINI et al., 2016).

Ainda, a fotossintese das plantas expostas a contaminacgédo por metais pesados ¢ afetada,

uma vez que, estes elementos podem enfraquecer os niveis de clorofila e carotenoides, pela
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inativacdo das enzimas responsdveis pela biossintese destes pigmentos. Varios autores
confirmaram a sensibilidade do aparato fotossintético aos metais pesados (KURSCHEIDT,
2013; PIO et al.,, 2013; PEREIRA, 2014). Conguanto, consequéncias danosas a cadeia
transportadora de elétrons séo descritas, de tal modo como inativagdo das enzimas do ciclo de
Calvin e decréscimo na condutancia estomética (SOUZA et al., 2013).

Em concentragdes elevadas, o cobre pode reduzir expressivamente fluorescéncia da
clorofila a. Nair et al. (2014) pesquisando a toxicidade das nanoparticulas de 6xido de cobre
em plantulas de feijdo (Vigna radiata L.) confirmam em seus resultados, o teor baixo da
fluorescéncia da clorofila a.

Concentragdes alterando de 40 mg kg? para solo arenoso e 100 mg kg™ para solo
argiloso de cobre, sdo consideradas como excessivas. Plantas desenvolvendo nestas condi¢des
podem exibir necrose das folhas, desfolhnamento precoce e reducéo no crescimento do sistema
radicular. Esta condicdo pode alterar os processos fotossintéticos e respiratérios, atividade
enzimética, sintese de DNA, integridade da membrana, afetando de maneira drastica o
crescimento e produtividade, causando danos as folhas e raizes e altera¢Ges ultraestruturais e
anatémicas, induzindo a formacéo de espécies reativas de oxigénio (MENDONCA, 2020).

A toxicidade de Zn inibe a funcionalidade e eficiéncia do sistema fotossintético em
distintas espécies de plantas. Vassilev et al. (2011), em Phaseolus vulgaris L., Mirshekali et al.
(2012), em Sorghum bicolor L. e Lalelou, Shafagh-Kolvanagh; Fateh (2013), em Cucurbita
pepo L. mostraram que a concentracdo excessiva de Zn2" diminuiu o contedo de pigmentos
fotossintéticos como clorofila a e clorofila b ao inibir a absorcéo e translocacdo de Ferro (Fe) e
Magnésio (Mg) ao cloroplasto. O alto nivel de Zn2" pode originar um declinio na fluorescéncia
inicial e maxima da clorofila, procedendo na diminuicdo da atividade do fotossistema Il
(TSONEV; LIDON, 2012).

Em condicfes de estresse, as plantas podem proporcionar também reducdo acentuada
na eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm). O decréscimo deste parametro j& foi ressaltado
em diferentes estudos com videiras e plantas de cobertura (CAMBROLLE et al., 2013a;
SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b) e se distingue como um estado de

fotoinibicao cronica.
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CAPITULO II

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Canavalia ensiformis L. AOS METAIS COBRE E
ZINCO

RESUMO

O excesso de micronutrientes tem sido considerado um dos sérios problemas ambientais. Esse
excesso no solo e tecidos vegetais podem gerar sintomas de toxidez, alterando processos
fisioldgicos e bioguimicos. O objetivo do trabalho foi investigar a resposta da espécie C.
ensiformis em doses crescentes dos metais potencialmente tdxicos cobre e zinco no solo. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado
para ambos 0s metais, com quatro repeti¢des, O solo foi tratado com cinco doses (0, 10, 20, 40
e 80 mg kg). Foram realizadas andlises de intensidade de verde, indice fotossintético (P1) e
contagem do numero de nddulos. Além disso, foram analisadas as variaveis de fluorescéncia
da clorofila a: fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia méxima (Fm), fluorescéncia variével
(Fv) e eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm). Os dados foram submetidos a anélise de
variancia pelo teste F (p<0,05) e analise de regressdo. Em relacdo a fluorescéncia da clorofila
a, verificou-se que os individuos apresentaram valores fora da faixa considerada normal,
indicando condicdo de estresse. O periodo da tarde acarretou em menor valor da relacdo Fv/Fm
e intensidade de verde na dose 80 mg kg™. Os indices fotossintéticos revelaram que as plantas
de C. ensiformis sdo sensiveis a contaminacdo de Zn e Cu. As maiores doses dos metais
provocaram uma menor quantidade de nodulos. Portanto, pode-se concluir que os metais cobre
e zinco em niveis elevados ocasionam dano ao metabolismo fotossintético em plantas de C.
ensiformis.

Palavras-chave: Fotossintese. Mecanismos de tolerancia. Metais potencialmente toxicos.
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ABSTRACT

The excess of micronutrients has been considered one of the serious environmental problems.
This excess in the soil and plant tissues can generate symptoms of toxicity, altering
physiological and biochemical processes. The aim of this work was to investigate the response
of C. ensiformis species to increasing doses of potentially toxic metals copper and zinc in soil.
The experiment was carried out in a greenhouse, in a completely randomized design for both
metals, with four replications. The soil was treated with five doses (0, 10, 20, 40 and 80 mg kg-
1). Analyzes of green intensity, photosynthetic index (PI) and count of the number of nodules
were performed. In addition, chlorophyll a fluorescence variables were analyzed: initial
fluorescence (Fo), maximum fluorescence (Fm), variable fluorescence (Fv) and maximum FSI|
quantum efficiency (Fv/Fm). Data were subjected to analysis of variance using the F test
(p<0.05) and regression analysis. Regarding the chlorophyll a fluorescence, it was found that
the individuals had values outside the range considered normal, indicating a stress condition.
The afternoon period resulted in a lower value of the Fv/Fm ratio and green intensity at the dose
of 80 mg kg™. Photosynthetic indices revealed that C. ensiformis plants are sensitive to Zn and
Cu contamination. Higher doses of metals caused fewer nodules. Therefore, it can be concluded
that copper and zinc metals at high levels cause damage to photosynthetic metabolism in C.
ensiformis plants.

Key words: Photosynthesis. Tolerance mechanisms. Potentially toxic metals.
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1 INTRODUCAO

A fotossintese demonstra-se muito sensivel a variagbes no ambiente (KALAJI et al.,
2017), de tal modo, as medicdes fotossintéticas sdo um fator importante nos estudos de estresse
nas plantas. A etapa fotoquimica da fotossintese é o ponto de partida dos fundamentais
processos a vida de espécies vegetais superiores.

A eficiéncia fotossintética maxima das plantas é medida pela relagdo Fv/Fm, em que
Fm ¢ a fluorescéncia maxima e Fv é a fluorescéncia variavel. A anélise da fluorescéncia tem
beneficios para estudos do transporte de elétrons, durante a fotossintese é possivel registrar o
transporte de elétrons no fotossistema Il (FRANCO, 2015).

A fluorescéncia da clorofila a tem se tornado um procedimento amplamente empregado
para avaliar as respostas das plantas aos estresses ambientais (STRASSER et al., 2000). Através
de medidas de fluorescéncia, tem sido possivel caracterizar, quantificar e detectar o estresse de
plantas antes que os sintomas se tornem visiveis nas folhas (CHRISTEN et al., 2007).

Segundo Mustafa; Komatsu (2016), as plantas se manifestam fisiologicamente de
diferentes jeitos a toxicidade por metais ocasionando danos fisioldgicos, e esses danos geram
na planta uma serie de distarbios que acarretam reducdo no crescimento, inibicdo da
fotossintese e da respiracdo, degradacao das principais organelas celulares e, em muitos casos
morte das plantas.

As plantas cultivadas em solos com alto teor de cobre (Cu) apresentam estresse
bioguimico, reducdo na taxa fotossintética e na respiragdo, o que resulta no menor comprimento
de raiz e parte aérea, area superficial radicular e biomassa (MARQUES et al., 2018). Em
trabalhos com distintas espécies, como feijao-de-porco (Canavalia ensiformis L.), milho (Zea
mays L.) e aveia preta (Avena strigosa Schreb.), cultivados em solos com altos teores de Cu,
foram observados diminuicao nos teores de clorofila a, clorofila b e carotendides (SANTANA
etal., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b).

O zinco (Zn) € um importante elemento de muitas enzimas, porém é toxico em altas
concentracOes podendo retardar o crescimento de plantas, impedir a expanséo das células da
raiz, causar ruptura da membrana plasmatica e desorganizagdo de organelas e causar distdrbios
em diversos processos fisioldgicos essenciais (SILVA et al., 2018a).

Fisiologicamente, 0 excesso de Cu e Zn provoca aumento na sintese de proteinas e
enzimas envolvidas na defesa aos danos oxidativos (YANG et al., 2015), alteracdo no transporte
de elétrons da fotossintese e fotoinibicdo (CAMBROLLE et al., 2015). Além disso, 0 estresse
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por esses metais pode danificar a estrutura das raizes (AMBROSINI et al., 2015;
BOCHICCHIO et al., 2015).

As plantas fitoextratoras com maior tolerancia ao estresse ocasionado por metais
pesados tendem a proporcionar maior potencial de acimulo com o menor ou nenhum dano
oxidativo ou prejuizos as suas condicdes fisioldgicas (SARWAR et al., 2017).

Muitas plantas possuem, naturalmente, tolerancia a metais pesados, concentrando-os de
modo que ndo as danifiquem, como é o caso das plantas fitorremediadoras (SOUZA et al.,
2011). Dentre as espécies com alto potencial fitorremediador, a C. ensiformis tem tolerancia a
presenca de metais potencialmente toxicos no solo, além de absorvé-los em grande quantidade
sem que a absor¢do comprometa drasticamente sua producdo de biomassa (PIRES, 2003).

O objetivo principal do presente trabalho foi investigar a resposta da espécie C.
ensiformis a doses crescentes dos metais potencialmente téxicos Cu e Zn no solo. Como
objetivos especificos, destacam-se analises das variaveis fisioldgicas: intensidade do verde;
rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm), indice fotossintético (P1); fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia méxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e numero de nodulos da C.

ensiformis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e Condigdes de cultivo

O experimento foi realizado em condicGes de casa de vegetacdo na Universidade
Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL), na cidade de Imperatriz, Maranhao,
localizado entre as coordenadas geograficas 5° 31 32” de latitude S, 47° 26” 35” de longitude
O, com altitude media de 92 metros acima do nivel do mar. De acordo com a Kdppen & Geiger
(1928), o clima ¢ classificado como Aw, com temperatura média de 26,4°C e pluviosidade
média anual de 1476 mm.

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacédo, sob condicGes de luz e
temperatura naturais. As amostras de solo foram coletadas segundo a norma
ABNT/NBR10.007, para amostragem de residuos solidos, posteriormente, foram levadas e
armazenadas no laboratorio de Quimica Ambiental do Campus. As amostras sdo oriundas de
areas preservadas proximo ao aterro sanitario do municipio de Imperatriz — MA, com
coordenadas geograficas 5° 25’ 34,2” S 47° 32’ 26.4” O.

Em seguida, o solo foi previamente autoclavado por 1 hora a 121 °C por dois dias
consecutivos com intervalo de 24 horas e foram incubados durante 8 dias com as espécies
metalicas investigadas sulfato de cobre (CuSOg) e cloreto de zinco (ZnCly).

As sementes das espécies C. ensiformis foram adquiridas da empresa BRSEEDS. A
viabilidade das sementes, adquiridas comercialmente, foram submetidas ao teste de sanidade e
germinacdo, conforme descrito por Brasil (2009). E foram esterilizadas superficialmente com
o hipoclorito de sodio (2,5%) por um minuto, apés a esterilizacdo superficial, as sementes foram
lavadas em agua destilada e esterilizada, por trés vezes, e o0 residuo de agua superficial das
sementes foi retirado por meio de secagem em papel filtro esterilizado.

A identificacdo de patdgenos associados as sementes foi determinada conforme método
de Blotter test (BRASIL, 2009), no qual foram utilizadas 400 sementes de feijdo-de-porco. Em
seguida, tomou-se, aleatoriamente, 10 sementes que foram dispostas no gerbox, na forma de 10
X 4, montou-se 40 gerbox (total de quatrocentas sementes) por amostra.

O solo ndo recebeu qualquer tratamento corretivo (adubacgéo e calagem) para permitir
estudos em ambientes pouco favoraveis ao desenvolvimento da planta, como os encontrados
em indmeros locais nos quais ndo ha atividade agricola, por exemplo. O plantio da leguminosa

foi realizado com 5 sementes por vaso, com 2 cm de profundidade em vasos plasticos, contendo



48

2 kg de terra fina seca ao ar (TFSA). Oito dias ap6s a semeadura, realizou-se desbaste,
deixando-se uma planta por vaso.

As irrigacOes do solo dos vasos foram feitas diariamente. E semanalmente procederam-
se ao rodizio dos vasos, para exposi¢do mais homogénea das plantas a intensidade luminosa e
a temperatura. As plantas foram mantidas por 75 dias em exposi¢do aos metais potencialmente
toxicos.

2.1.1 Dados climaticos

As variaveis climatoldgicas durante o periodo compreendido entre 10 de fevereiro a 16
de abril de 2021 na fase experimental estdo apresentadas na Figura 3. O déficit de pressao de
vapor (DPV) foi calculado a partir dos valores de temperatura do ar, utilizados para determinar
a pressao de saturagdo de vapor d’agua no ar, conforme proposto por Tetens (1930), (Equacédo
1).

9,5xt gy

e, = 0,61078x10 2655+tar (1)
es = pressdo de saturagdo de vapor d” dgua no ar (kPa);

T = temperatura do ar (°C).

Posteriormente, a partir da umidade relativa e da pressao de satura¢ao de vapor d’agua

no ar, determinou-se a presséo parcial de vapor d’agua no ar (Equacéo 2).
UR es

€00 (2)

Em que: ea = pressao parcial de vapor d’ agua (kPa);

UR = umidade relativa do ar (%).

A diferenga entre a pressdo de saturagdo e a pressdo parcial de vapor d’agua no ar
possibilitou o calculo do déficit de pressao de vapor d’agua no ar, que é a medida da quantidade
de vapor d’agua necessaria para que o ambiente atinja o ponto de saturagdo (Equacéo 3).

DPV = es_e, 3)

Em que DPV= déficit de pressao de vapor d’agua no ar (kPa).
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Figura 3-Diagramas de déficit de pressdo de vapor do ar (A), radiacdo solar global (B),
umidade relativa do ar (C) e temperatura (D) de fevereiro a abril de 2021, periodo de avaliacao

de C. ensiformis submetidas a doses crescentes de cobre e zinco.
Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia — INMET

2.2 Delineamento Experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, composto por dez tratamentos e
quatro repeti¢cOes; os tratamentos consistiram de 10 doses dos metais Cu e Zn, dopados com
quantidades definidas (0, 10, 20, 40 e 80 mg kg™?) de cloreto de zinco (ZnCly), e (0, 10, 20, 40
e 80 mg kg™?) de sulfato de cobre (CuSQs).

O modelo matemaético do referido delineamento, segundo Banzatto e Kronka (2006) é:
Yij = p + ti + €ij

Onde: pu = média geral.

ti = efeito do i-ésimo tratamento

€ij = erro experimental ou residuo.

2.3 Analises do tecido vegetal e solo
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Quando as plantas atingiram o estddio R1 (pleno florescimento feminino), foram
coletadas folhas para analise foliar dos teores de macronutrientes e micronutrientes. As analises
de tecido vegetal foram realizadas no Laboratorio Terra Brasileira no municipio de Balsas-
Maranhdo. A coleta foi realizada no inicio do florescimento com a quantidade de 30 folhas por
amostra, posteriormente, determinada a massa da matéria seca em estufa com ventilagdo
forcada de ar a 65°C por 72 horas e enviadas ao laboratorio (Tabela 1 e 2).

Tabela 1: Teores de macro e micronutrientes na parte aérea nos tratamentos com doses
crescentes de sulfato de cobre.

Elementos Unidade Teor de Macronutrientes

Cu0mg Cu 10 mg Cu 20 mg Cu 40 mg Cu 80 mg

Nitrogénio g.kg? 19,6 22,4 18,2 19,6 18,2
Fésforo g.kg? 0,7 1,0 0,8 0,8 0,8
Potassio g.kg? 10,1 9,0 10,4 10,8 11,5
Calcio g.kg? 14,3 19,9 14,0 15,2 12,1

Magnésio g.kg? 2,8 2,6 3,2 2,9 3,3
Enxofre g.kg? 1,2 1,4 1,5 1,6 2,0

Elementos Unidade Teor de Micronutrientes

Cu 0 mg Cu 10 mg Cu 20 mg Cu 40 mg Cu 80 mg

Ferro mg/dm? 200 174 231 215 380
Zinco mg/dm? 23 84 69 66 53
Cobre mg/dm® 0,3 1,1 1,7 1,8 55
Manganés mg/dm? 2737 3507 3733 3730 3909
Boro mg/dm® 17,9 19,6 20,9 20,9 17,3

Fonte: Anélises realizadas no Laboratério Agrondmico Terra Brasileira, Balsas, MA.
Tabela 2: Teores de macro e micronutrientes na parte aérea nos tratamentos com doses de

cloreto de zinco.

Elementos Unidade Teor de Macronutrientes

Zn0mg Zn 10 mg Zn 20 mg Zn 40 mg Zn 80 mg

Nitrogénio g.kg? 19,6 21,0 22,4 23,8 21,0
Fosforo g.kg? 1,2 0,8 0,8 0,9 0,8
Potéssio g.kg? 10,1 11,2 10,1 11,9 13,3
Calcio g.kg? 13,0 16,0 16,6 15,9 13,7

Magnésio g.kg? 2,7 2,8 3,4 2,9 3,2
Enxofre g.kg? 1,4 1,4 1,6 1,4 1,7

Elementos Unidade Teor de Micronutrientes

Zn0mg Zn 10 mg Zn 20 mg Zn 40 mg Zn 80 mg

Ferro mg/dm? 184 185 227 220 203
Zinco mg/dm® 31 98 168 137 353
Cobre mg/dm? 11 1,7 1,5 2,2 2,0
Manganés mg/dm?3 2816 3359 3860 3290 3708
Boro mg/dm? 19,2 18,9 18,6 19,2 22,2

Fonte: Analises realizadas no Laborat6rio Agrondmico Terra Brasileira, Balsas, MA.
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2.3.1 Determinagéo de pH em H.O e KClI

As amostras dos solos seca ao ar, e passadas em peneira de 2 mm homogeneizadas foram
submetidas a analise de pH em agua e KCI 1 mol L. Foram determinados em suspensio,
empregando 10,0 gramas de cada amostra, foram acrescentados 25 mL de &gua e solo: KCI 1
mol L? e solo (relagdo 1:2,5) e agitando-se por 40 min. Apds agitacdo a suspenséo foi deixada
em repouso por 1h. Em seguida foram feitas as medicdes do pH nas amostras segundo Raij et

al., (2001). As analises foram feitas em triplicata.

2.3.2 Determinagdo da percentagem de matéria organica

Em cadinho de porcelana previamente calcinado a 550° C e aferido. As amostras secas
e peneiradas a 0,35 mm foram submetidas a calcinagdo por 4 horas, em forno mufla a 550° C.
Decorrido o tempo de calcinacdo, o cadinho foi resfriado em dessecador. A percentagem de
matéria organica foi obtida por meio da diferenca entre o peso inicial da amostra e 0 peso ap0s
a calcinacdo (DONAGEMA, 2011).

2.3.3 Determinagdo da capacidade de troca catidnica

Para a determinagdo dos cations totais trocaveis, CTC, foram pesados 2,50 g das
amostras, adicionando-se 25 ml da solucdo de &cido acético 1,00 mol L. Em seguida a
suspensao foi agitada por 1 h em incubadora com agitacdo orbital shake, sendo posteriormente
entdo determinado o pH tanto da solugdo de acido acético quanto da suspensdo contendo a
amostra (EMBRAPA, 1997). As determinagGes foram feitas em quatro repeticbes. A
determinacdo da CTC das amostras foi de acordo com a equagéo abaixo:

CTC (cmol ckg-1) = [pH1-pH2] X Kete

Onde:

pH1= pH da suspenséo contendo a amostra;

pH: = pH da solugdo de acido acético;

Kcte = Soma das cargas dos cations presentes na CTC do solo.

De acordo com a caracterizacdo quimica do solo foram obtidos os seguintes resultados:
pH CaCl.. 4,68, pH H,0: 5,68, CTC: 11,18 cmolc dm-3, matéria organica (MO): 4,81 g kg-*,
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2.4 Variaveis Fisioldgicas

2.4.1 Intensidade de Verde

A intensidade de cor verde foi determinada com o auxilio de um Medidor Portétil de
Clorofila (MPC), modelo SPAD-502 “Soil Plant Analiser Development” (Minolta, Japdo). As
leituras da intensidade de verde foram realizadas de 2 em 2 dias, sendo uma folha por planta,
com cinco leituras por folha para obtencdo da média. Estas determinacGes foram realizadas nas

mesmas folhas onde foram feitas as medi¢Ges da eficiéncia fotoquimica.

2.4.2 Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm)

As medidas foram realizadas aos 70 e 75 dias apés o plantio, pela manha entre 8h e 10h
da manh& e entre 12 h e 14h da tarde. Durante as medidas, foram utilizadas pingas para
adaptacéo dos cloroplastos ao escuro, para que todos os centros de reacdo do fotossistema Il
(FSII) adquiram a condicao de “abertos” (STRASSER et al., 2000). Ap6s essa adaptagdo por
um periodo de 30 minutos, um tnico pulso forte de luz de 1 segundo (3500 pmol m™ s%) foi
aplicado com a ajuda de trés diodos emissores de luz (650 nm).

As avaliacBes da fluorescéncia inicial (Fo), da fluorescéncia variavel (Fv), da
fluorescéncia méaxima (Fm), indice fotossintético (PI) e do rendimento quantico maximo do
fotossistema 1l (FSII) (Fv/Fm) foram obtidas por meio do fluorimetro Pocket PEA (Plant
Efficiency Analyser, Hansatech, Inglaterra). (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).

2.4.3 Indice fotossintético (PI)

O PI combina 3 passos da atividade fotossintética dos centros de rea¢Bes do FSII: a
absorcdo da energia luminosa (RC/ABS); a captura da energia de excitacdo (Fv/Fo) (que
representa a contribuicdo da energia luminosa para a fotoquimica primaria.

Este componente Fv/Fg representa a “performance” devido a probabilidade de captura
da energia luminosa, i.e. a capacidade de reduzir (Qa); e a conversao da energia luminosa para
o0 transporte de elétrons no FSII (ET/TR-ET) (i.e. a contribuicdo das rea¢Bes bioquimicas)
(GUISSE; SRIVASTAVA; STRASSER, 1995, TSIMILLI-MICHAEL & STRASSER, 2001,
STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL,; SRIVASTAVA, 2004).
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2.5 Numero de nédulos e nodulacéo

As raizes dos tratamentos foram lavadas em agua corrente com o auxilio de uma peneira
fina, a fim de ndo perder nenhum nddulo. Para avaliar se a nodulagéo foi efetiva, os nédulos
foram retirados, cortados e sua coloracédo foi verificada. A coloracdo résea do nddulo indica a
presenca ativa da leghemoglobina, o que comprova que a fixagdo do N2 esta ocorrendo (Figura
4 AeB).

Figura 4- Nodulos nas raizes de C. ensiformis L. aos 75 dias. Procedimentos de coleta de raizes

(A) e separacdo e contagem dos nodulos e avaliacdo da nodulacéo (B).

2.6 Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade de
erro. Interacdes significativas foram avaliadas e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p
<0,05). O efeito dose foi avaliado por analise de regressdo e modelos lineares simples (Y=o +
B1X) e quadraticos (Y = a + B1X + B2X?) foram ajustados com base nos niveis de significancia
dos coeficientes em suas equagdes (p<0,05) e no valor do seu coeficiente de determinacdo. As

analises estatisticas foram realizadas com o software Sisvar® (FERREIRA, 2019).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos influenciaram as varidveis intensidade de verde, A relacdo fluorescéncia
variavel/fluorescéncia méaxima (relagdo Fv/Fm), indice fotossintético (PI) (p< 0,05). Os valores
de coeficiente de variacdo experimental (CV), com base em Gomes (2000), foram baixos (<
10%) para intensidade de verde, relacdo Fv/Fm, PI (tarde), Fo, Fv, Fm, médios (10-20%) para
indice fotossintético (manhd) e altos (20-30%) namero de nodulos.

O indice de intensidade de verde (1V) entre as plantas foi influenciado pelo metal cobre,
esse fato foi observado pois as plantas de C. ensiformis mostraram menores valores de Iv
quando submetidas a maior dose 80 mg kg (Tabela 03). A relagdo Fv/Fm e o Pl foram
diferentes entre as doses, sendo maior para a dose controle em solo (0 mg kg1). Houve diferenca
significativa entre as doses (p<0,05) nos parametros da fluorescéncia da clorofila a estudados
(Fo, Fm e Fv) e no nimero de nddulos (Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios das varidveis fisioldgicas, intensidade do verde (1V); Eficiéncia
quantica maxima do fotossistema FSII (Fv/Fm); indice fotossintético (PI); fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e nimero de nddulos de C.

ensiformis submetidas a doses crescentes de sulfato de cobre.

FVv v v Fv/IFm Fv/IFm Pl Pl Fo Fm Fv Nodulos
manhé tarde Manhé tarde manhd  tarde

Cu Meédias

(mg kg )

0 (controle)  44,02a 35,35a 0,80a 0,71a 3,72a 4,34a  453b  1763a 1310a 41,50a

10 45,50a 33,45a 0,75ab 0,68ab 2,60bc 2,37Tb  464b  1173b 708b  27,00b
20 37,25b 35,20a 0,74ab 0,68ab 2,71b 1,46c  436b 1154b 717b  25,00b
40 36,65b 33,30a 0,70bc 0,62c 2,92b 1,27cd  462b  1178b 716b  13,25¢c
80 31,60c 26,15b 0,67c 0,64bc 1,95¢ 1,06d 580a 1174b 593c  13,75c

CV (%) 5,70 6,28 3,69 3,83 11,73 8,03 3,70 1,35 3,42 20,17

CV (%): Coeficiente de variacdo; AM: Manha; PM: Tarde; (IV): intensidade de verde; (Fv/Fm): rendimento quantico maximo do PSII; (PI):
indice fotossintético (PI); fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv). *Médias seguidas pela mesma

letra minUscula na linha ndo difere entre si pelo Teste F a 5% de probabilidade de erro pelo Critério de Agrupamento do Teste Tukey (p<0,05).

Os dados coletados no estudo utilizando doses crescentes de cloreto de zinco estdo
descritos na Tabela 4. Os valores de coeficiente de variagdo experimental (CV), com base em
Gomes (2000), foram baixos (< 10%) para intensidade de verde, Fv/Fm e Pl manhd e tarde, Fo,
Fv, Fm, médios (10-20%) para indice fotossintético (tarde) e altos (20-30%) numero de
nodulos.

Em todas as plantas submetidas a doses crescentes de Zn ocorreu queda significante na
maior dose (80 mg kg™) (p<0,05) quando comparadas com o controle (Tabela 4). Observa-se

que houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo a variavel Fv/Fm, o
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tratamento 80 mg kg™ de Zn apresentou o valor 0,67, pela manha e 0,62, a tarde o que pode
indicar um comprometimento do aparato fotossintético devido a redug¢do no rendimento
quantico maximo do fotossistema Il (Tabela 4). Os valores médios do indice fotossintético (PI)
foram significativos (p<0,05).

As plantas de C. ensiformis apresentaram diferenca estatistica de intensidade de verde
para as doses crescentes de zinco. Observou-se maior intensidade de verde no tratamento
controle pela manha. Os resultados obtidos nas analises da fluorescéncia da clorofila a para C.
ensiformis sdo apresentados na Tabela 4. Nota-se que, entre os tratamentos houve diferenca
estatistica dos parametros avaliados, fluorescéncia inicial, varidvel e maxima.

Tabela 4- Valores médios das varidveis fisioldgicas, intensidade do verde (1V); Eficiéncia
quantica maxima do fotossistema FSII (Fv/Fm); indice fotossintético (PI); fluorescéncia inicial
(Fo), fluorescéncia méaxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv) e nimero de nddulos de C.

ensiformis submetidas a doses crescentes de cloreto de zinco.

FV v v Fv/IFm Fv/IFm Pl Pl Fo Fm Fv Nodulos
Manhé Tarde Manha Tarde Manhd8 Tarde
Zn Médias
(mg kg )
0 (controle)  44,65a  35,87ab 0,74a 0,72a 2,96a 3,50a 376ab 1220a 843a 46,75a
10 38,52b 36,85a 0,73a 0,72a 2,85a 2,67b  356ab 857b  501b 24,25b
20 35,77b  32,00bc 0,74a 0,72a 1,63c 2,06c 362ab 713d 35lcd  27,50b
40 34,82bc  30,95c 0,76a 0,65b 1,97b 151d 352b  752c  400c 11,00c
80 31,47c 27,62¢c 0,67b 0,62b 1,07¢c 1,13d  410a 731cd 320d 7,50c
CV (%) 5,09 6,18 3,88 2,89 3,97 10,81 7,06 1,87 577 23,24

CV (%): Coeficiente de variacdo; AM: Manha; PM: Tarde; (1V): intensidade de verde; (Fv/Fm): rendimento quantico maximo do PSII; (P1):
indice fotossintético (PI); fluorescéncia inicial (F0), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv). *Médias seguidas pela mesma

letra minGscula na linha ndo difere entre si pelo Teste F a 5% de probabilidade de erro pelo Critério de Agrupamento do Teste Tukey (p<0,05).

Nota-se que a intensidade de verde nas folhas de C. ensiformis sob doses crescentes de
cobre, se ajustou ao modelo linear (manhd) e quadratica (tarde) de regressdo com o coeficiente
de determinacdo (R? = 0,8321), (R2 = 0,9531), respectivamente. Houve efeito quadratico das
doses de cobre sobre a intensidade de verde no periodo da tarde, com o valor maximo de 35,35,
obtido com o tratamento controle, e efeito linear no periodo da manha para o tratamento com
zinco, com o valor maximo 45,65 na dose 0 mg kg™ (Figura 5).

A avaliacdo da intensidade de verde demostrou tendéncia de reducdo com o aumento
das doses de cobre e zinco. No conjunto de todos os tratamentos, os valores médios variaram
entre 34,85 para Zn e 35,84 para Cu. A resposta da intensidade de verde nas folhas das plantas
de C. ensiformis apresentou alto grau de associacdo com a concentracdo de Zn no solo,
observou-se uma tendéncia de queda do indice ocorrendo a partir dos 20 mg kg™ de Zn no solo
(Figura 5).
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O modelo linear apresentou-se como melhor opc¢do ao ajuste dos dados referentes a
intensidade de verde para o zinco, com o valor maximo de 44,65, no periodo da manha e 35,87
a tarde, obtido com o tratamento controle (Figura 5). Estes valores sdo superiores aos relatados
por Rodrigues et al. (2013), que trabalhando com a intensidade de verde de folhas de soja em
resposta ao ataque de percevejo, obtiveram a média de 35,86 no tratamento sem ataque de
percevejo.

Além disso, notou-se ainda que a maior dose de zinco provocou decréscimo no valor
médio da intensidade de verde com uma reducdo de 29,9% no periodo da manha e 41,90% a
tarde em relacéo a dose zero de zinco, mostrando certamente que, em decorréncia da elevada
concentracdo da solucdo aplicada em dose Unica. Segundo Torres Netto et al. (2005), os valores
de intensidade de verde inferiores a 40 indicam o inicio da deficiéncia de clorofila, o que afeta

0 processo fotossintetico.
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Figura 5- Valores médios de intensidade de verde em plantas de C. ensiformes submetidas a
doses crescentes de sulfato de cobre. As avaliagfes foram realizadas no periodo de fevereiro a
abril de 2021, no horario entre 8h e 10h da manhd e entre 12h e 14h da tarde.

A eficiéncia quantica méaxima do FSII (Fv/Fm), que informa o estado geral da folha, se
esta saudavel e fotossinteticamente ativa, ajustou-se ao modelo linear no periodo da manha (R?
=0,9707) e da tarde (R2=0,8203). A relacdo Fv/Fm é um bom indicador de estresse, podendo
variar entre 0,7 a 0,8 em plantas ndo submetidas ao estresse (BOLHAR-NORDENKAMPF et
al., 1989).

Nos tratamentos 80 mg kg™ Cu, obtiveram valores abaixo dos indicadores de estresse,

de cerca de 0,67 pela manha e 0,64 a tarde no rendimento quantico maximo do FSII (Fv/Fm).
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Esta variavel reflete a méxima capacidade fotoquimica e se relaciona com o numero de
complexos PSII ativos (Figura 6). O excesso de Cu pode causar estresse abiotico, com danos
nos fotossistemas, resultando no declinio da fotossintese (KUPPER; ANDRESEN, 2016),
podendo acarretar impacto sobre a concentracdo de clorofilas (CAMBROLLE et al., 2015),
reducdo na atividade carboxilativa da Rubisco (SIEDLECKA; KRUPA, 2004).

A relagcdo Fv/Fm no tratamento controle de Cu no comeco da tarde (das 12h as 14 h) foi
0,09 menor do que quando realizadas pela manha (das 8h as 10h) com deplecdo de 11,8%.
Corroborando os resultados encontrados por Cambrollé et al. (2012), que observaram um
decréscimo maior na razdo Fv/Fm nas medigdes feitas ao meio dia, em relacdo as medidas feitas
durante a manhd, o que foi atribuido ao maior fluxo de luz.

As plantas dos tratamentos cujo solo foi contaminado com cobre apresentaram médias
de rendimento quantico maximo do FSII (Fv/Fm) menores que as plantas do tratamento
controle, sugerindo reducdo no fluxo de elétrons (Figura 6). Os valores encontrados para
fluorescéncia maxima (Fm) seguiram 0 mesmo padrao da razdo Fv/Fm (Figura 8 e 9), o que
implica dizer que houve diminuicdo na quantidade de energia aproveitada pela planta para
realizacdo dos processos fotoquimicos, como fixacdo de CO; e reducdo de NADPH.

De acordo com Mateos-Naranjo et al. (2008), a exposicao de plantas ao excesso de Zn
causa alteragbes na relacdo Fv/Fm (SILVA et al.,, 2012). Essa relacdo tem sido usada
frequentemente para detectar perturbacGes no sistema fotossintético causada por estresses
ambientais e bioticos, visto que a diminuicdo indica inibi¢do da atividade fotoquimica.

A relacdo Fv/Fm das plantas de C. ensiformes com Zn decresceu, em média, 11% no
periodo da manhd e 17% a tarde em relacdo aos tratamentos controle (Figura 6). A diminuicao
de Fv/Fm indica dano ao aparato fotossintético, neste caso causado pelas doses crescentes de
zinco. Os valores da relacdo Fv/Fm mostram que a maquinaria fotoquimica das plantas foi
alterada, quando as plantas estavam em um ambiente contaminado com cobre e zinco.

Segundo Inbaraj; Muthuchelian (2011), pequenas diferengas em Fo podem resultar em
grandes diferencas em Fv/Fm. Decréscimos em Fo e Fv/Fm também foram observados em trigo,
sorgo e citros (MOUSTAKAS et al., 1997; PEREIRA et al., 2000; PEIXOTO et al., 2002).
Torres-Netto et al. (2005), mostraram que existe uma relacdo positiva entre o IV e 0 Fv/Fm em

algumas especies.
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Figura 6- Valores médios de eficiéncia quantica méxima do fotossistema PSII (Fv/Fm) em
plantas de C. ensiformis submetidas a doses crescentes sulfato de cobre e cloreto de zinco. As
avaliacOes foram realizadas no periodo de fevereiro a abril de 2021, no horéario das 8h as 10h
da manhd e das 12 h as 14h da tarde.

O indice fotossintético (PI) é considerado um indicador de ‘vitalidade’ da planta
(MEHTA et al., 2010) e vem sendo muito usado e discutido nas investigacdes de estresses
bioticos e abioticos (STRASSER et al., 2010). As plantas do tratamento com a dose 80 mg kg
! de Cu e Zn apresentaram, menores médias para o indice de vitalidade fotossintético (Figura
7), 0 que esta de acordo com os dados da eficiéncia quantica maxima do fotossistema I,
indicando algum tipo de dano neste tratamento em relacdo a fotoquimica.

Os dados foram ajustados a regressao polinomial linear. As plantas que receberam a
dose méaxima 80 mg kg™ de Cu no periodo da tarde, apresentaram o menor indice fotossintético
1,06, e 1,95 no periodo da manha. As plantas do tratamento controle tanto no periodo da manha,
quanto da tarde foram bem superiores as do tratamento da dose 80 mg kg™ de Cu, apresentando
valores de indice fotossintético cerca de 47,8% e 75,8% maiores do que o tratamento citado,
respectivamente (Figura 7).

A reducdo do potencial de conservacdo de energia dos fotons, observado pelos valores
de PI descrevem a resposta geral da etapa fotoquimica da fotossintese (TSIMILLI-MICHAEL,
STRASSER, 2008; CHEN et al., 2011). Essa reducdo demonstra que a presenca de Cu resultou
em menor eficiéncia da planta em usar a energia absorvida para a conversdo em energia na

forma de ATP e NADPH, que reflete as condi¢Bes fisiologicas da planta, como o
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desenvolvimento e a sobrevivéncia em condicgdes de estresse (YUSUF et al., 2010; DESOTGIU
etal., 2012).

As plantas de C. ensiformes apresentaram os maiores valores de indice fotossintético
(PI) no tratamento controle (0 mg kg™ de Zn), 2,96 pela manha e 3,50 a tarde (Figura 7). Esta
variavel, proposta por Strasser et al. (2000), é um indice que integra trés componentes
independentes: a densidade dos centros de reacdo ativos (RCs), a eficiéncia no transporte de
elétrons apos Qa ter sido reduzida e a probabilidade de que um foton absorvido seja capaz de
reduzir Qa.

As plantas conduzidas na maior dose 80 mg kg™ de Zn apresentaram valores menores
de indice fotossintético, 1,07 pela manha e 1,13 a tarde, cerca de 64% e 67,8% menores que 0
tratamento controle, respectivamente, revelando que foram afetadas negativamente pelas doses
crescentes de zinco. Os valores acima de 0,5 de Pl demonstram alta eficiéncia na maquinaria
fotoquimica (Figura 7).

Valores de Pl séo alterados quando um estresse ambiental afeta um destes elementos de
forma isolada ou conjugada, mostrando o qudao competente é este parametro para delinear a
resposta ecofisiologica de espécies vegetais sob determinado efeito de estresse (STIRBET &
GOVINDJEE, 2011). A significante redugdo nos valores da relagdo Fv/Fm, bem como nos
valores de Pl sugerem efeito de fotoinibicao e tais variagdes representam perda de eficiéncia
fotoquimica pelas plantas (THACH et al., 2007).
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Figura 7- Valores médios de indice fotossintético (P1) em plantas de C. ensiformis submetidas
a doses crescentes de sulfato de cobre e cloreto de zinco. As avaliacGes foram realizadas no
periodo de fevereiro a abril de 2021, no horério das 8h as 10h da manhd e das 12 h as 14h da

tarde.
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Quando as plantas séo expostas a estresse ambiental, alteracdes no estado funcional das
membranas dos tilacoides dos cloroplastos geram mudancas nas caracteristicas dos sinais de
fluorescéncia, os quais podem ser quantificados nas folhas (RIBEIRO et al, 2003; BAKER,;
ROSENQVST, 2004).

Verifica-se na Figura 8, o resultado isolado do Cu na variavel Fo (fluorescéncia inicial)
que é a fluorescéncia minima constante no escuro quando todos os centros de reagfes estéo
abertos, € um dos parametros da fluorescéncia de clorofila empregados para avaliar o estresse
de plantas a fatores abioticos, por exemplo, metais téxicos (YADAYV et al., 2018).

O aumento de Fo indica dano nas reagdes no FSII (PAUNOV et al., 2018), o que foi
observado no presente trabalho conferindo que o tratamento com 80 mg kg™ de Cu com média
de 580,42 aumentou em 28,1% a Fo quando comparado com o tratamento controle que obteve
média de 453,15 elétrons quantum™ (Figura 8). Fo é a fluorescéncia quando Qa (quinona
receptora primaria de elétrons do FSII) estd completamente oxidada e o centro de reacdo do
FSII estd aberto, situacdo iminente a ativacao das reacdes fotoquimicas.

Em relacdo aos parametros da fluorescéncia da clorofila a, que foram significativos
(p<0,05) as doses crescentes de cobre, verificou-se que a Fm nas plantas do tratamento com 80
mg kg? de Cu apresentara média de 1174,15, uma redugéo de 50,18% quando comparadas as
plantas do tratamento controle, que apresentaram média de 1763,30 (Figura 8). Essa reducédo
pode estar associada a inativacdo do FSII nas membranas dos tilacoides comprometendo
diretamente o fluxo de elétrons entre os fotossistemas (STRASSER et al., 2004).

A fluorescéncia da clorofila a € um instrumento usado na detec¢édo de danos ao aparato
fotossintético causado por estresses abidticos (STIRBET et al., 2018). No presente trabalho
verificou-se o efeito isolado do Cu no pardametro Fv (fluorescéncia variavel), havendo diferenca
entre as concentragtes de 0 e 80 mg kg™ de Cu que apresentaram médias 1310,14 e 593,73,
respectivamente (Figura 8). As relacOes da fluorescéncia variavel e a maxima € uma das mais
representativas do estado fotoquimico das folhas ou mesmo indicador de estresses
(ZANANDREA et al., 2006).
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Figura 8- Caracterizacdo da fluorescéncia da clorofila a de plantas de C. ensiformis submetidas
a doses crescentes de sulfato de cobre cultivadas em casa de vegetacao; fluorescéncia inicial da
clorofila a (Fo), fluorescéncia méxima da clorofila a (Fm), fluorescéncia variavel da clorofila a

(Fv), Imperatriz, MA, Brasil.

Em relacdo a fluorescéncia da clorofila a, na fluorescéncia inicial (Fo), se constatou
efeito significativo em relagdo as doses crescentes de zinco, mensurando-se valor méedio de
371,78 elétrons quantum™ para esta analise. Portanto, a quantidade de zinco no solo para as
plantas de C. ensiformes interferiu na Fo em que a mesma indica quando todos os centros de
reacao estdo abertos.

A varidvel Fo é determinada como a frequéncia de fluorescéncia quando todos os
complexos antenas e centros de reac¢des do fotossistema Il estdo oxidados (ROUSSEAU et al.,
2013), e 0 aumento nos valores desta varidvel aponta o esgotamento do centro de reacdo do
FSII, ou a reducdo na capacidade de transporte de elétrons, pelo desacoplamento do complexo
antena do FSII e seu respectivo centro de reacdo, motivado pela fotoinibicdo (LOPES, 2016).

Quanto a fluorescéncia maxima (Fm), verificou-se reducdo quadratica com o aumento
das doses de 0 a 80 mg kg™ de Zn, evidenciando-se valor maximo de 1220, 71 elétrons quantum-
! Estudos de Joliot; Joliot (2002) e Mehta et al. (2010), apontam que a relagéo entre Fo e Fm é
proporcional ao pool de plastoquinona. O aumento de Fo foi acompanhado por redugéo de 67%
de Fm nas plantas sob estresse de Zn, em relagdo as plantas controle.

Para as doses de zinco observou-se valores crescentes relacionado a Fo, e pode ser
indicio de danos estruturais nos centros de reacdo do Fotossistema Il ou comprometimento no

transporte de energia de excitacdo dos complexos antena para os centros de reacdo (BOLHAR
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NORDENKAMPF et al., 1989). Segundo os mesmos autores Fo nem sempre € uma constante,
0 seu valor pode aumentar caso os centros de reacdo do FSII estejam danificados, ou se a
transferéncia da energia de excitacdo da antena para os centros de reacdo esteja prejudicada.

A diferenca entre Fm e Foresulta na fluorescéncia variavel (Fv), deste modo, diante dos
resultados da Fm, mostrados anteriormente, percebe-se que o mesmo foi maior que a Fo. A Fv
mostrou-se mais sensivel a identificacdo de estesse causado pelo metal. O que pode ser visto
com a reducéo da Fv na na dose maxima 80 mg kg™ de Zn (320,49) em relacgdo a dose controle
(843,76) (Figura 9). Sugerindo para esta espécie que o estresse pelo metal Zn inibe a
transferéncia de elétrons a partir dos centros de reacdo (MEHTA et al., 2010).

De acordo com Silva et al. (2015), o indicador Fm representa a intensidade maxima da
fluorescéncia, quando praticamente toda a quinona é reduzida e os centros de reacdo atingem
sua capacidade méaxima, sendo indicador do estado fotoquimico das folhas ou mesmo de

estresses ambientais quando relacionado a fluorescéncia variavel (Fv).
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Figura 9- Caracterizacédo da fluorescéncia da clorofila a de plantas de C. ensiformis submetidas
a doses crescentes de cloreto de zinco cultivadas em casa de vegetacdo; fluorescéncia inicial da
clorofila a (Fo), fluorescéncia maxima da clorofila a (Fm), fluorescéncia variavel da clorofila a

(Fv), Imperatriz, MA, Brasil.

Vaérios fatores podem afetar a simbiose entre planta e bactéria interferindo na nodulacao
e nimero de nddulos por planta, entre estes destacam-se a acidez do solo e a disponibilidade de
nutrientes (FERREIRA et al., 2009).

O ndmero de nodulos em C. ensiformes foi influenciado significativamente (p<0,05)

pelas doses de cobre e zinco. Os dados se ajustaram ao modelo de regresséo linear decrescente
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demonstrando tendéncia de queda no nimero de nddulos, com as maiores quantidades de
nodulos por plantas dos tratamentos controle, com a quantidade de nédulos 41,50 e 46,75
respectivamente, e as menores quantidades nas plantas do tratamento de dose de 80 mg kg™,
com um total de 13,75 e 7,50 nédulos, para Cu e Zn, respectivamente (Figura 10).

O presente trabalho estd de acordo com trabalho de Wani et al. (2008) que, em
experimento com solo contaminado com Cu, observaram reducdo no nimero de nédulos em
plantas de ervilha. Apesar disso, Almeida et al. (2008), ao aferirem o desenvolvimento do
feijdo-de-porco na presenca de Pb, ressaltaram que nenhuma das plantas desenvolveram
nodulos, até mesmo aquelas que receberam inoculagdo com estirpes de rizébio.

Foi observado a coloragdo rosea do interior dos nddulos encontrados nas plantas de
Canavalia ensiformis, em todos os tratamentos, indicando a ocorréncia de nddulos efetivos na
fixacdo biologica de N. Esta coloragcdo sugere a exposicdo da nodulina leghemoglobina. As
moléculas de leghemoglobina sdo proteinas hemo-constituintes, presentes nas células
infectadas dos nodulos de leguminosas. As moléculas de leghemoglobina sdo resultantes da
simbiose, sendo sintetizadas em resposta da infeccédo bacteriana (VERMA; LONG, 1983).

Por outro lado, respostas diferentes no trabalho de Behling et al. (2009), verificaram a
presenca de nddulos inefetivos de coloracdo marrom-clara ou verde, superficie externa rugosa
e consisténcia mais mole na soja em solo tratado com lodo, em resposta ao aumento das doses
de biossélido industrial.
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Figura 10- Ndmero de nodulos por plantas de C. ensiformis L. submetidas a doses crescentes

de sulfato de cobre e cloreto de zinco (0; 10; 20; 40 e 80 mg kg™). Imperatriz — MA, Brasil,
2021.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O horério de avaliacdo, por apresentar caracteristicas ambientais proprias, tem grande
influéncia nas variaveis fisiologicas avaliadas. A intensidade de verde, eficiéncia quatica do
fotossistema Il (Fv/Fm) e indice fotossintético obtiveram menores valores no periodo da tarde
entre 12 e 14h.

As doses 10, 20, 40 e 80 mg kg de Cu e Zn induziram alterag@es fisioldgicas que
comprometeram o bom desempenho do aparato fotossintético das plantas expostas a esses
metais.

Também se observou aumento significativo na fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia
méaxima (Fm) e a fluorescéncia variavel (Fv) sofreram declinio. O aumento do teor de Cu e Zn
resultou em reducdo no nimero de nodulos.

Recomenda-se para melhor entendimento do comportamento da espécie, avaliacdo do
desempenho fotossintético sazonal e diario. Faz-se necessario, estudos em laboratorio e em
campo a respeito da espécie C. ensiformis a fim de determinar sua tolerdncia a doses mais

elevadas dos metais cobre e zinco.
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CAPITULO Il

POTENCIAL DE FITORREMEDIACAO DA Canavalia Ensiformis L. PARA COBRE E
ZINCO

RESUMO

Constantes aplicacdes de insumos agricolas que contém cobre e zinco em sua composicao tém
ocasionado excesso da sua concentragdo em solos, isto, colabora para alteragcdes negativas no
desenvolvimento das plantas. A fitorremediacdo € uma técnica de baixo custo financeiro e baixo
impacto ambiental que pode auxiliar na solucdo deste problema. O presente estudo teve por
objetivo avaliar o potencial fitorremediador da Canavalia ensiformis, em relacdo aos metais
potencialmente tdxicos cobre (Cu) e zinco (Zn) em doses crescentes no solo. O experimento
foi conduzido em casa-de-vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado para ambos os
metais. O solo foi tratado com cinco doses de cobre e zinco equivalentes a (0, 10, 20, 40 e 80
mg kgt) com quatro repeticdes, cada vaso recebeu uma muda de C. ensiformis L., totalizando
quarenta vasos. Foram coletados dados morfométricos (altura, didmetro do caule e nimero de
folhas), biomassa seca, teores de Cu e Zn na parte aérea e raiz, para determinacdo dos metais
foi utilizado o extrator Mehlich™, as amostras foram analisadas por espectrometria de absorcéo
atdbmica com atomizacdo em chama. Fatores de bioacumulacéo (FB) e translocacdo (FT) foram
calculados para avaliar a presenca do metal nas partes da planta e indice de tolerancia. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e regressao (p<0,05). Os resultados evidenciaram que
as doses Cu e Zn reduziram os valores dos parametros morfologicos de C. ensiformis. O FT
apresentou valores >1 para zinco. As plantas foram tolerantes ao Cu e Zn, demonstrando seu
potencial como fitoextratoras para esses metais.

Palavras-Chave: Fator de translocacdo. Fator de bioacumulacdo. Fitoextracdo. Tolerancia.
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ABSTRACT

Constant applications of agricultural inputs that contain copper and zinc in their composition
have caused excess concentration in soils, which contributes to negative changes in plant
development. Phytoremediation is a technique of low financial cost and low environmental
impact that can help to solve this problem. This study aimed to evaluate the phytoremediation
potential of Canavalia ensiformis, in relation to potentially toxic metals copper (Cu) and zinc
(Zn) in increasing doses in the soil. The experiment was carried out in a greenhouse, in a
completely randomized design for both metals. The soil was treated with five doses of copper
and zinc equivalent to (0, 10, 20, 40 and 80 mg kg™) with four replications, each pot received
a seedling of C. ensiformis L., totaling forty pots. Morphometric data (height, stem diameter
and number of leaves), dry biomass, Cu and Zn contents in the shoot and root were collected.
The Mehlich? extractor was used to determine the metals. The samples were analyzed by
atomic absorption spectrometry with flame atomization. Bioaccumulation (FB) and
translocation (TF) factors were calculated to assess the presence of the metal in plant parts and
tolerance index. Data were submitted to analysis of variance and regression (p<0.05). The
results showed that the Cu and Zn doses reduced the values of the morphological parameters of
C. ensiformis. TF showed values >1 for zinc. The plants were tolerant to Cu and Zn,
demonstrating their potential as phytoextractors for these metals.

Key words: Translocation fator. Bioaccumulation factor. Phytoextraction. Tolerance.
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1 INTRODUCAO

Micronutrientes metélicos, como o cobre (Cu) e zinco (Zn), apesar de essenciais para o
crescimento e desenvolvimento caracteristico das plantas, sao toxicos quando em excesso no
ambiente, afetando a dindmica no sistema solo-planta e suas interagcbes (MARQUES et al.,
2011).

O cobre no solo em excesso diminui o potencial de desenvolvimento das plantas por
agir nos mecanismos biogquimicos e fisioldgicos das plantas, o que pode afetar as organelas
celulares e até mesmo impedir a fotossintese (MENEGAES et al., 2019). A contaminacdo em
solos agricolas é muito comum e deriva do uso frequente de fertilizantes e pesticidas para
aumentar a producdo agricola e reduzir a incidéncia de pragas e doencas (GONZAGA et al.,
2020).

O Zn pode ser encontrado em varios residuos ou rejeitos produzidos em alta quantidade
pela populacdo (LUX RESEARCH, 2009), como nos descartes de equipamentos eletrdnicos
(INTERNATIONAL SOLID WASTE ASSOCIATION, 2012), dejeto liquido de suino
(BASSO et al., 2012), lodo de esgoto e biossolidos (KABATA-PENDIAS, 2010). E também
pode, em excesso, exibir toxidez para planta retardando o seu desenvolvimento e até atrasando
a producdo de plantas frutiferas (MELO et al., 2016).

O uso de plantas com capacidade para extrair metais potencialmente toxicos do solo por
meio de absor¢do é um procedimento eficiente e realizado in situ. O sucesso do processo de
fitorremediacdo depende da capacidade da planta selecionada de realizar a remocgéo e
estabilizacdo do metal em toda a sua estrutura. Algumas plantas possuem tolerancia alta na
absorcdo de metais em relagdo a outras (BOLDARINI, 2017; ZEMIANI, 2017). De acordo com
Estrela et al. (2018), esta € uma tecnologia emergente e de baixo custo que pode diminuir a
contaminagdo por metais potencialmente toxicos.

Segundo Taiti et al. (2016), as plantas podem ser receptores passivos de metais
potenciamente toxicos, entretanto também podem exercer controle sobre a translocacdo e
rejeicao de alguns elementos por reacdes fisiologicas especificas.

A remediacdo de solos agricolas contaminados com Cu € de suma importancia para
evitar a contaminacdo da cadeia alimentar e manter a produtividade das culturas (GONZAGA
et al., 2020). Em todas as fases do crescimento, altas concentracBes de Cu, nas culturas
alimentares, afetam significativamente a morfologia e fisiologia das plantas (LI et al., 2018;
REHMAN et al., 2019; SALEEM et al., 2020; ZHOU et al., 2019).
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Plantas de cobertura tendem a auxiliar no controle da erosdo e na fertilidade do solo
(MACKIE; MULLER; KANDELER, 2012), preferencialmente as nativas e as ornamentais que
se desenvolvem vigorosamente em ambientes contaminados por metais potencialmente toxicos,
sendo a fitorremediacdo uma tatica de boa relagdo custo-beneficio, principalmente ambiental
(MARQUES; AGUIAR; SILVA, 2011).

O feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) € uma leguminosa bastante comum, se
caracteriza por ser uma leguminosa rastica de origem americana e crescimento ereto, que se
adapta a solos com baixa fertilidade. Alguns estudos recentes mostram que esta espécie possui
capacidade de acumular metais nos seus tecidos (PUGA et al., 2015).

O objetivo com esta pesquisa avaliar o potencial da espécie C. ensiformes L. como
fitorremediador de cobre e zinco no solo. Adicionalmente objetivou-se avaliar os impactos de
doses crescentes desses metais no crescimento morfométrico, producdo de biomassa seca,
teores dos metais na parte aérea e raiz, fator de bioacumulacédo, translocacdo e indice de

tolerancia dessa espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal e Condigdes de cultivo

O experimento foi realizado em condicGes de casa de vegetacdo na Universidade
Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL), MA. Imperatriz, Maranhao,
localizado entre as coordenadas geograficas 5° 31° 32” de latitude S e 47° 26” 35” de longitude
O, com altitude media de 92 metros acima do nivel do mar. De acordo com a Képpen & Geiger
(1928) o clima é classificado como Aw, com temperatura média de 26,4°C e pluviosidade média
anual de 1476 mm.

O experimento foi instalado e conduzido no campus da UEMASUL, em condicdes de
casa de vegetacdo. As amostras de solo foram coletadas segundo a norma ABNT/NBR10.007,
para amostragem de residuos solidos, posteriormente, foram levadas e armazenadas no
laboratorio de Quimica Ambiental do Campus. As amostras s@o oriundas de areas preservadas
préximo ao aterro sanitario do municipio de Imperatriz— MA, com coordenadas geograficas 5°
2573427 S47°32° 26.4” W.

As sementes da espécie C. ensiformes foram adquiridas da empresa BRSEEDS. A
viabilidade das sementes adquiridas comercialmente, foram submetidas ao teste de sanidade e
germinacao, conforme descrito por Brasil (2009). Caracterizac¢ao do solo: pH CaCl»: 4,68, pH
H,0: 5,68, CTC: 11,18 cmol ¢ dm™, matéria organica (MO): 4,81 g kg

2.2 Delineamento Experimental

A maioria dos estudos com fitorremediadores trabalham com a experimentacéo em casa
de vegetacdo, pois as condicGes experimentais podem ser bem controladas, por essa causa, 0
delineamento experimental mais empregado é o inteiramente casualizado (DIC), ja que este,
parte da hipdtese de que deve ter homogeneidade nas condicdes experimentais (KRAUSE,
2011).

Por isso, foi utilizado o (DIC), os tratamentos consistiram em cinco doses (0, 10, 20, 40
e 80 mg kg?) de cloreto de zinco (ZnCly) e (0, 10, 20, 40 e 80 mg kg™?) de sulfato de cobre
(CuS0s), com 4 repeticoes.

O modelo matematico do referido delineamento, segundo Banzatto; Kronka (2006) é:
Yij = p +ti + €ij

Onde: p = média geral.
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ti = efeito do i-ésimo tratamento

€ij = erro experimental ou residuo.

2.3 Variaveis

2.3.1 MedicGes dos parametros biométricos e acumulo de biomassa

Foram realizadas as seguintes avalia¢des: altura da planta; nimero de folhas; diametro
do caule; massa seca da parte aérea e das raizes. Ao final de 75 dias de cultivo foi feita a coleta
do material vegetal, separado em parte aérea (folhas e caule) e raizes, lavados em agua destilada
e secos com papel toalha. Todas as medidas de crescimento vegetal foram realizadas de acordo

com Benincasa (2003).

2.4 Experimento de fitorremediacéo

Esse experimento foi baseado na metodologia de Tavares, Oliveira; Salgado (2013).
Para a realizagdo deste experimento o solo foi contaminado com as espéecies metalicas
estudadas, que depois de seco ao ar, as suas propriedades quimicas, fisicas e teores dos metais
foram determinadas. Foram pesados 2,0 kg de solo em vasos de polietileno, perfazendo um
total de 40 unidades experimentais. Esses vasos foram mantidos em casa de vegetacdo da
Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo em Imperatriz — MA.

Depois de secas, as partes da planta (parte aérea e sistema radicular) foram pesadas para
a determinagdo da biomassa e, em seguida, moidas em moinho, no Laboratério de Quimica
Ambiental da UEMASUL. Depois de moidas, as partes das plantas foram acondicionadas em
recipiente de polietileno e direcionadas para analises, com o objetivo de determinar os teores

das espécies metélicas Cu e Zn fitoextraidos.

2.4.1 Extracdo de metais biodisponiveis no solo antes e apés o plantio
2.4.1.1 Mehlich®

Para a determinacdo dos metais pesados presentes nos solos foi utilizado o método
Mehlich™* (MEHLICH, 1953). Foram pesados 5,000g de TFSA, de cada solo, e de matéria seca

da parte aérea e raiz de C. ensiformis em frascos conicos de polietileno e adicionou-se 40 ml de
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solucéo extratora de Mehlich™* (HCI 0,05 mol.I"* + H,S040,0125 mol.IY). Em seguida a mistura
foi agitada por cinco minutos a 220 rpm em agitador mecanico orbital e filtrada em papel de
filtro quantitativo (Whatman 44). Durante os processos de extracao, foi realizado um controle
branco das solugcbes extratoras para cada conjunto de amostra analisada no mesmo dia. As
andalises foram feitas em quadruplicata.

2.4.1.2 Determinacdo de metais potencialmente toxicos de Cu e Zn por Espectrometria
de Absorcdo Atdmica com Chama (FAAS)

As determinagdes das espécies metalicas de Cu e Zn nas amostras de solo e na C.
ensiformis foram feitas por (FAAS), com corretor de fundo com lampada de deutério. Solugdes
padrdo utilizadas para a calibracdo do instrumento foram preparadas com base em aliquotas de

uma solucao estoque de 1000 mg L.
2.4.1.3 Avaliacdo da eficiéncia da absorcéo de cobre e zinco em C. ensiformis L.

Algumas espécies podem se apresentar tolerantes ao metal, mas nem sempre sao
hiperacumuladoras. Para tanto, foram utilizados fatores que avaliam a resposta do metal na
planta (BATISTA, 2015).

Para avaliar o potencial de C. ensiformis L. na extracdo de zinco do solo para classifica-
la como espécie hiperacumuladora, foram utilizados o fator de bioacumulacdo (FB) € a
concentracdo do metal nos tecidos da planta/concentragdo do metal no solo e fator de
translocacdo (FT) € a concentracdo de metais da parte aérea/concentracdo de metais das raizes,
e indice de tolerancia (IT) Onde, IT é a massa seca da planta na dose de interesse de cada
tratamento (g) /massa seca do controle (g) multiplicado por 100 (LOPES, 2015), descritos nas
seguintes equagdes:

Concentracao do metal no tecidos da planta

Fator de Bioacumulagéo (FB) =

Concentracao do metal no solo

Concentragao do metal na parte aérea

Fator de Translocagao (FT) = concentragdo do metal nas raizes

T N . M d lant d de int
indice de Tolerancia IT (%) = Z223¢5¢<d ;a’;;nS:CZiOZ::Ol: éz)eresse @) % 100
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2.5 Estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (teste F) significancia estatistica (5%
de probabilidade), e os efeitos das doses de cobre e zinco foram estudados por meio das analises
de regresséo polinomial (linear e quadratica). Utilizou-se o programa estatistico SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2019) para analise estatistica do estudo.



81

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os pardmetros morfologicos analisados, as doses de Cu causaram efeito
significativo sobre nimero de folhas, diametro do caule, altura, massa seca da parte aérea e
radicular ao nivel de 5% de probabilidade de erro (Tabela 1). A analise de regressdo revelou
alteracdes significativas (p< 0,05) nos parametros avaliados em fun¢ao das doses de Cu (Tabela
1), com excecéo ao diametro do caule que néo foi significativo no modelo linear (R?=0,05%) e
n&o se ajustou ao modelo quadratico com o (R?= 24,36%).

Tabela 1 - Quadrado médio e significancia da analise de variancia, médias e regressdes para a
quantificacdo das variaveis: numero de folhas; diametro do caule; altura; massa seca da parte

aerea e raizes de C. ensiformis cultivadas em solo contaminado por cobre.

Quadrado médio dos tratamentos de cobre em Canavalia ensiformis

FV N° de Diametro do Caule  Altura (cm) Massa seca
(UFr?iI(;]:ge) (cm) Part? z)aérea Raiz (g)
Tratamentos 33,57* 1,44 * 58,70* 5,290* 5,87*
Média 23,10 £ 1,54 525+0,11 114,10+1,92 19,85+0,60  4,25+0,48
CV (%) 13,39 4,23 3,38 6,07 22,93
Cu (mg kg?) Valores médios
0 (controle) 27,00 5,71 117,75 19,75 3,00
10 24,00 4,61 117,75 21,00 3,25
20 22,25 5,68 114,00 21,00 4,00
40 19,00 4,58 108,75 19,00 5,25
80 23,25 5,68 112,25 18,50 5,75
Regressdo p valor - 0,8070 0,0051 - 0,0002
Linear
Quadratica 0,0401 0,0001 - 0,0275 -

Meédias (n = 4) £ desvio-padrao; FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variagdo; *: significativo ao nivel de 5%; ns: ndo
significativo; cm: centimetro; g: gramas. *Letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Fonte: Préprio autor.

As plantas submetidas as doses de zinco apresentaram diferenca significativa no teste F
para numero de folhas, didmetro do caule e altura das plantas de C. ensiformes, observa-se que
os tratamentos tiveram efeito significativo ao nivel de 5%. O efeito da adi¢do do metal Zn ao
solo refletiu de forma significativa nas variaveis biomassa das parte aérea e raizes (Tabela 2).
Os resultados da tabela 2 mostram que a planta de C. ensiformis tem uma altura media de 120,85
e coeficiente de variacdo baixo (2,34%). O diametro médio de caule da C. ensiformis diminuiu
com o acréscimo do zinco ao solo. As medias do didmetro foram de 4,51 e 3,31 cm para o

tratamento controle e a maior dose (80 mg kg™), respectivamente.
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Tabela 2 - Quadrado médio e significancia da anélise de variancia, médias e regressdes para a
quantificacdo das variaveis: nimero de folhas; diametro do caule; altura; biomassa seca da parte

aérea e raizes de C. ensiformis cultivadas em solo contaminado por zinco.

Quadrado médio dos tratamentos de zinco em Canavalia ensiformis

FV N° de Folhas Diametro do Caule (cm)  Altura (cm) Biomassa seca
(Unidade) Parte aérea | Radicular
] (9) ()
Tratamentos 31,30 1,02* 23,70* 78,32* 1,55*
Média 29,55+ 1,28 3,71+0,18 120,85+1,41  22,35+0,97 3,45+0,33
CV (%) 8,73 9,96 2,34 8,74 19,44
Zn (mg kg™) Valores médios
0 (controle) 32,50 4,51 124,00 26,00 4,50
10 31,25 3,83 122,00 27,25 3,50
20 30,50 3,62 121,00 22,25 3,25
40 28,00 3,26 119,75 19,75 3,00
80 25,50 3,31 117,50 16,50 3,00
Linear 0,0006 - 0,0081 0,0000 0,0403
Quadratica - 0,0055 - - -

Meédias (n = 4) + desvio-padréo; FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variacdo; *: significativo ao nivel de 5% de

probabilidade; ns: ndo significativo; cm: centimetro; g: gramas. Fonte: Proprio autor.

Parametros de crescimento das plantas sdo usados como bioindicadores da toxicidade
do metal, e diminui¢des consideraveis no crescimento das plantas definem os limites para a
selecdo de plantas tolerantes (LEVIZOU et al., 2016).

Analisando a Figura 1, nota-se que houve reducdo progressiva da altura de plantas de
C. ensiformis com o aumento das doses de cobre, porém na dose 10 mg kg™ foi igual a dose
controle, isso se explica pelo fato do cobre ser um elemento essencial as plantas. Todavia, a
reducdo na altura de plantas foi sensivel, comprometendo severamente o desenvolvimento da
planta utilizada.

As alturas das plantas de C. ensiformis apresentaram uma tendéncia linear decrescente
para o cobre e zinco. Observou-se 0s maiores valores na dose controle 117,75 e 124,0 Cu e Zn,
respectivamente, porem, com reducéo de 4,9 e 5,53% na maior dose de Zn em relacdo a dose
zero (Figura 1). Nas plantas de C. ensiformis submetidas a doses de Cu, o coeficiente de
determinacéo foi mais baixo que o as submetidas ao zinco (R? = 0,6814). Nas plantas verificou-
se que quanto maior a dose de Zn menor é o crescimento em altura das plantas (R? =0,9336)
(Figura 1).

Sousa (2010), também evidenciou diminui¢do no crescimento das mudas de Mimosa

caesalpiniaefolia Benth com o aumento das doses de zinco. Marco et al., (2017), que utilizaram
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6 doses de cobre (0, 60, 120, 180, 240, 300 mg kg de solo), também notaram a reducéo da
altura das mudas de E. grandis na presenca do cobre.

O Zn é um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, por estar presente
em seis classes de enzimas, desempenhando funcdes estruturais ou como catalizador
(BROADLEY etal., 2007; HOODA, 2010). Desse modo, essas doses iniciais permitiram teores
de suficiéncia de Zn no solo para o crescimento em altura das plantas de C. ensiformis.

126
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Figura 1- Altura de Canavalia ensiformis L. em resposta ao aumento de concentracGes de cobre
e zinco no solo.

Para o numero de folhas, conforme elevou-se a concentracédo de zinco, houve diminucao
de folhas, ajustando-se ao modelo linear de regresséo e quadratica para o cobre, com decréscimo
de 27,5 e 16,1%, concomitantemente, na maior dose (80 mg kg™) em relacéo ao controle (Figura
2). A regressdo polinomial evidencia um coeficiente de determinacéo alto, (R?=0,9784) para
Zn, (R?=0,9891) para Cu, demonstrando que com o aumento das concentracdes aplicadas de
Cu e Zn, houve diminuicéo desses atributos (Figura 2).

Os metais potencialmente toxicos sdo constituintes de enzima que controlam diferentes
processos nas plantas (MALAVOLTA, 1994). Diante disso, observa-se que as altas
concentracOes de Zn utilizadas interferiram no crescimento e desenvolvimento das plantas.

O decréscimo do nimero de folhas, de forma global, causa a reducdo da area foliar,
assim, reduz a taxa fotossintética, consequentemente incidirA uma menor produgdo e
translocacdo de fotoassimilados para as diferentes partes da planta (raiz, caule, folha e fruto),

fato este que altera seu crescimento (TAIZ et al., 2017; SU et al., 2017; HUANG et al., 2018).
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33 y A=-0,0875x + 32,175 R2=0,9784*
vy ® =0,0036%> - 0,3400x + 27.127 R2=0,9801*
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Figura 2- Numero de folhas de Canavalia ensiformis L. em resposta ao aumento de

concentracdes de cobre e zinco no solo.

A producdo de biomassa seca das raizes (Figuras 3B) apresentou correlacdo negativa
com as doses de Zn no solo (R? =0,8990) para a C. ensiformis. Houve reducéo da biomassa seca
da parte aérea submetidas a doses de zinco pelo modelo linear e em relacéo ao cobre acarretou
reducdo pelo modelo quadratico, ocorrendo variagdo significativa (p<0,05). A correlagdo
negativa da producdo de biomassa com os teores de Zn no solo mostra a intensidade em que o
crescimento foi afetado.

Ao comparar o controle com a maior dose aplicada (80 mg kg™* de Cu e Zn), observa-
se que a presenca dos elementos promoveu uma reducdo na biomassa seca da parte aérea de
aproximadamente 57,6 e 6,8%, respectivamente (Figura 3A e 3B). A reducdo no crescimento e
na produgdo de massa de matéria seca da planta sob alta concentragdo de metal tem sido
associado a fitotoxidez e ao comprometimento na absor¢cdo e metabolismo de nutrientes
(ZANCHETA et al., 2011).

As biomassas radiculares apresentaram efeito significativo (p<0,05) e comportamentos
quadréticos em funcdo do aumento na concentracdo de Zn na solucéo, foi reduzida em 50%
quando a concentragio de Zn aumentou para 80 mg kg™ em relagdo ao controle (Figura 3B).

A biomassa seca radicular das plantas de C. ensiformis apresentou resposta linear
positiva a medida que se elevou a concentracdo de Cu no solo. A biomassa aumentou de 3,0 g
na dose controle para 5,75 g na dose 80 mg kg* de Cu, um acréscimo de 91,7%. Dados
diferentes dos encontrados por Chaves et al. (2010b), que observaram uma diminuigdo da

fitomassa da mamoneira (Ricinus communis L.) em funcéo do incremento de Cu no solo.
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Como o elemento Cu tem afinidade pelo sistema radicular, isso pode ter ocasionado em
aumento da biomassa. Caille et al. (2005) e Zhuang et al. (2007), relatam que a producédo de
fitomassa € um dos fatores principais para a eficiéncia da fitoextracdo de metais potencialmente
toxicos no solo.

A biomassa seca da parte aérea de C. ensiformis foram afetadas, sendo esses reduzidos,
com o incremento do Cu no solo. Zheng et al. (2004), pesquisando o efeito do Cu em plantas
ornamentais, como crisantemo cv. Fina, rosa (Rosa x hybrida L. cv. Laulinger) e geranio
(Pelargonium x hortorum L. cv. Evening Glow) cultivados em hidroponia, verificaram que o
excesso Cu afetou, de maneira geral, o desenvolvimento tipico da planta, sobretudo a altura e a
fitomassa (fresca e seca).

29
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Figura 3- Biomassa seca da parte aérea (A) e da raiz (B) de Canavalia ensiformes L. em funcéo

ao aumento de concentragdes de cobre e zinco no solo.

Os indices de contaminacdo do solo permitem a quantificacdo das concentracdes de
elementos poluentes nos solos e podem auxiliar a aferir a capacidade de acumulacao em varias
partes das plantas e a tolerancia de uma planta, o que pode facilitar as comparacdes entre
diferentes elementos (LEVIZOU et al., 2016; ANTONIADIS et al., 2019).

A Tabela 3, apresenta os valores médios do teor final de cobre no solo, fator de
bioacumulacéo, translocacdo e indice de tolerancia e teores de Cu na parte aérea e raiz da C.
ensiformis aos 75 dias ap0s o plantio. O fator de bioacumulacédo e indice de tolerancia e teor
final de cobre no solo foram significativos (p<0,05) (Tabela 3). O fator de translocacao (FT)
ndo foi significativo a 5% de erro, atingindo 2,08 (80 mg kg™). Apresentou também
variabilidade alta (CV = 50,13%) atribuida a dificuldade de homogeneidade nessa variavel.

O indice de tolerancia teve médias acima 100% em todos os tratamentos, a variabilidade
(CV =6,75%) é considerada baixa, considerando a planta de C. ensiformis altamente tolerante



86

ao metal cobre. Os teores médios de Cu na parte aérea apresentaram uma variabilidade alta
(CV=45,21%), e diferencga significativa entre os tratamentos (p<0,05). Os teores de Cu na raiz
também foram significativos. A variabilidade foi mediana (CV=21,37%) influenciada pelas
dosagens mais altas.

Tabela 3- Quadrado médio e significAncia da anélise de variancia, médias e regressdes para a
quantificacdo das variaveis: teores de cobre encontrados parte aérea e raizes das plantas de
Canavalia ensiformis, fator de translocacdo (FT), fator de bioacumulacdo (FB), indice de

tolerancia (IT) em funcao dos tratamentos.

FV Teor Fatores de Fatores de indice de Teores de cobre
Finalde  bioacumulagéo translocacéo Tolerancia (mg kgt)
Cuno (FB) (FT) (1T
solo
Parte Raiz
aérea
Tratamentos  419,21* 0,15* 1,06™ 320,62* 113,83* 21,37*
Média 11,94+ 0,73+0,10 1,25+0,31 116,75+ 4,69+1,06 3,39+0,38
1,20 3,93
CV (%) 20,13 27,49 50,13 6,75 45,21 22,39
Cu (mg kg™) Valores médios
0 (controle) 2,49 1,02 0,96 113,75 1,22 1,1750
10 5,69 0,64 1,42 121,25 1,97 1,7000
20 8,61 0,77 0,87 125,00 2,87 3,4950
40 14,45 0,48 0,92 121,25 3,27 3,5450
80 28,48 0,74 2,08 102,50 14,13 7,0750
Regressao p - - - 0,0010 - -
valor
Linear
Quadratica 0,0001 0,0385 - 0,0002 0,0090

Meédias (n = 4) + desvio-padréo; FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variacdo; *: significativo ao nivel de 5% de
probabilidade; ns: ndo significativo a 5% de probabilidade; mg kg*: miligramas por quilograma *Letras iguais ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.Fonte: Proprio autor.

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores medios, coeficiente de variacdo (%), erro-
padrdo e valores-p das regressdes polinomiais. A anélise de variancia para os teores de zinco
da parte aérea e raizes mostrou diferenca estatistica (p<0,05), indicando que ao longo do ciclo
vegetativo em casa de vegetacao os teores variam. Os teores de Zn finais no solo, na parte aérea
e radicular e os valores do fator de translocacdo e indice de tolerancia mostrou diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade.

Os fatores de bioacumulacao foram 0,85, 0,77, 0,89, 0,93 e 0,95, respectivamente, para
os tratamentos 0, 10, 20, 40, 80 mg kg (Tabela 4), ndo apresentando diferenca significativa a

5% de probabilidade, entre os tratamentos.
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Tabela 4- Quadrado médio e significAncia da anélise de variancia, médias e regressdes para a
quantificacdo das variaveis: fator de bioacumulacédo (FB), fator de translocacdo (FT), indice de
tolerancia (IT), teores de zinco encontrados parte aérea e raizes das plantas de C. ensiformis,

em funcdo dos tratamentos.

FV Teor de Fatores de Fatores de indice de Teores de Zinco
Zn no bioacumulacao translocacéo tolerancia (mg kg™)
solo (FB) (FT) (Im)
Parte Raiz
aérea
Tratamentos 238,35* 0,02" 0,62 * 1421,17* 63,83* 52,93*
Média 9,91+0,40 0,88 + 0,07 0,73+0,11 98,80+  4,13+0,47 4,97+2,69
3,92
CV (%) 8,12 16,89 32,19 7,95 19,02 24,52
Zn (mg kgt) Valores médios
0 (controle) 0,91 0,85 0,4890 117,00 0,51 0,24
10 3,29 0,77 0,4882 117,75 1,76 0,80
20 11,19 0,89 0,4100 97,75 7,04 2,89
40 14,96 0,93 1,2900 87,00 6,16 7,76
80 19,20 0,95 1,0000 74,50 9,36 8,94
Linear 0,0000 - 0,0001 0,0000 0,0000 0,0000
Quadratica - 0,6784 - - -

Meédias (n = 4) + desvio-padrdo; FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variagdo; *: significativo ao nivel de 5% de

probabilidade; ns: ndo significativo a 5% de probabilidade; mg kg *: miligramas por quilograma. Fonte: Proprio autor.

Os teores de Cu que ficaram no solo das unidades experimentais, apds a colheita das
plantas (teores finais), variaram em funcdo dos teores iniciais do elemento presentes nestas
unidades (teores existentes no solo + teores aplicados como tratamentos) (Figura 4A), cujos
valores corresponderam a 2,49; 5,69; 8,61; 14,45 e 28,48 mg kg™ em relagdo aos tratamentos
0; 10; 20; 40 e 80 mg kg* de Cu, respectivamente. Apresentaram forte correlagio positiva com
os teores de Cu no solo.

Os teores de Zn no solo das unidades experimentais, apés a colheita das plantas,
correspondentes aos tratamentos 0; 10; 20; 40 e 80 mg kg™ foram, respectivamente 0,91; 3,29;
11,19; 14,96 e 19,20 mg kg*, variaram em func&o dos teores iniciais do elemento presentes no
solo (Figura 4B). Nenhum dos teores correspondentes ficaram acima de 60 mg kg, valor este
considerado de referéncia de qualidade de solo, segundo CETESB (2007).

Observa-se nas Figuras 4A e Bque os teores finais de Cu e de Zn no solo,
respectivamente, aumentaram em fungdo dos seus teores iniciais, sugerindo que as quantidades
absorvidas destes elementos pelas plantas, possivelmente, ndo aumentaram na mesma
proporcao do aumento dos tratamentos. Mesmo assim, as quantidades de Cu e Zn absorvidas

pelas plantas influenciaram, de alguma forma, no desenvolvimento destas plantas.
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Figura 4-Variacdo dos teores de cobre (A) e zinco (B) no solo apds a coleta das plantas de C.
ensiformis (teores finais com 75 dias de cultivo) em funcéo dos teores no solo antes do plantio

(teores iniciais).

As raizes sdo barreiras fisicas nas interfaces solo-planta e restringem a absor¢do de
diferentes elementos. Segundo Kabata-Pendias (2010), na maioria das vezes 0s metais entram
nas células das raizes na forma dissociada (catibnica) ou complexada (organo-metalica), seja
pelo processo ativo ou pelo passivo. Esses mecanismos ocorrem na parede celular e nos espacos
intercelulares das raizes em fun¢do das concentracGes e condi¢Ges do ambiente.

Os teores de zinco e cobre nas raizes (Figuras 5B) mostraram forte correlagdo cujo R?=
0,9265 e 0,9503. Os teores de Cu se ajustaram ao modelo polinomial quadratico, ja os teores
de zinco ao modelo linear. Os teores de Cu e Zn na parte aérea (PA) e sistema radicular (SR)
das plantas foram proporcionais a concentracdo do metal na solugdo nutritiva, tendo-se
incrementos mais acentuados na parte aérea do que na raiz (Figura 5). Por exemplo, na média,
a faixa de variagdo no teor de Cu entre o tratamento controle e aquele com 80 mg kg™ de Cu
correspondeu a 1-14 mg kg™ na PA e 1-7 mg kg™ no SR. Ja para o teor de Zn correspondeu a
0,50-9 mg kg na PA e 0,20-8 mg kg™ no SR.

Conforme Gomes et al. (2013), em experimento avaliando a tolerancia de
Myracrodruon urundeuva a altas concentragfes de Zn, observaram que nas folhas os teores do
elemento quimico aumentaram a medida que as doses do mesmo aumentaram no substrato. Os
teores de Zn na parte aérea e radicular aumentaram 1737,2 e 3660% na maior dose,
respectivamente, comparadas ao tratamento controle (Figura 5A). Testiati et al. (2013),
trabalhando com Globularia alypum L. e Rosmarinus officinalis L. em solo contaminado com
zinco, também encontraram teores elevados de zinco tanto na parte aérea, quanto nas raizes.

Os teores de Cu na parte aérea e radicular aumentaram 1559,1 e 435,30% na maior

dose, respectivamente, comparadas ao tratamento controle (Figura 5B). O mecanismo do
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sistema radicular que regula a absorcdo de metais pesados e, consequentemente, 0 acimulo
destes nas raizes, uma vez preservada a integridade de suas func@es primarias, ocorre uma baixa
translocacdo destes para a parte aérea, assim contribuindo para a tolerancia da espécie a esses
elementos metalicos (CHAVES et al., 2010a), neste caso o Cu teve uma maior translocacdo
para a a parte aérea.

A C. ensiformis foi eficiente na extracdo de Cu e Zn, uma vez que tinha maior acumulo
do metal na PA para os tratamentos de Cu e Zn no solo (Figura 5). Andrade et al. (2010),
trabalhando com a mesma espécie em solo que recebeu quantidades crescentes de Cu, também
verificaram potencial fitoextrator. No estudo de Sousa et al. (2013), os autores citam que a
maioria das plantas testadas como fitorremediadoras sdo leguminosas (53%).

Os teores de Cu e Zn na planta nesta pesquisa ndo definem a planta de C. ensiformis
como uma planta hiperacumuladora com base em Baker (1989), definindo que as plantas que
apresentam valores maiores de 1000 mg.kg? de Cu sdo hiperacumuladoras, além disso,
Arumugam et al. (2018), menciona que plantas em solos ndo contaminados de Cu exibiram
teores menores comparadas com plantas em solos contaminados sugerindo que o potencial de

uma planta para ser acumuladora depende do teor no solo.
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Figura 5- Teor de Cu e Zn na parte aérea (A) e radicular (B) de plantas de Canavalia ensiformis

em resposta ao aumento de concentragdes de cobre e zinco no solo.

O fator de translocacdo é calculado para determinar a translocacao relativa de metais da
raiz para a parte aérea e € comumente empregado para avaliar a caracteristica de acumulacao
de poluentes por diferentes espécies vegetais (LIU et al., 2014). Pesquisas alcancadas por
Andrade; Tavares; Mahler (2010) e Vasconcellos; Pagliuso, Sotomaior (2012), confirmam que
existem plantas especificas para a fitoextracdo, dentre estas a C. ensiformis, conhecida

popularmente como feijéo-de-porco.
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A elevacdo das doses de Zn no solo influenciou positivamente o fator de translocacéo,
ajustando-se ao modelo linear, sendo 52,0% maior na dose 80 mg de Zn kg de solo, quando
comparado ao tratamento sem aplicacdo do metal. Assim, os valores do FT indicam alta
translocacdo deste metal em plantas de C. ensiformis (Figura 6). Com base nisto, este trabalho
conferiu experimentalmente o potencial da C. ensiformis em fitoextrair Zn. Esse Resultado é
semelhante aos encontrados por Rajoo et al. (2013), trabalhando com Dipterocarpus
verrucosus em solo com aplicacdo de lodo de esgoto com altas concentragdes de zinco.

Quando a concentragio de Zn no solo aumentou para 40 mg kg, o FT foi maior (Figura
6). Isso indica que, em nivel alto de contaminacgdo, a planta ndo foi afetada e a translocacéo
para a parte aérea ndo foi prejudicada. As plantas de C. ensiformis absorvem e translocam zinco
para a parte aérea, além de acumular grande quantidade deste elemento em suas raizes.

O fator de translocacdo recomenda a capacidade de uma planta de translocar ou
transferir metais de suas raizes para sua parte aérea. O valor de FT menor que 1, indica que o
metal foi acumulado nas raizes das plantas e valores maiores de FT indicam translocagdo do
metal para a parte aérea da planta (ESRINGU et al., 2014). Os valores de FT em C. ensiformis
indicam que o Zn é traslocado para a parte aérea.

A mobilidade de Cu nos tecidos vegetais pode aumentar com o nivel de acimulo do
elemento, principalmente nas raizes (KABATA-PENDIAS, 2011), afetando a translocacéo e,
consequentemente, o fator de bioacumulacdo (FB). Entretanto, resultados deste experimento
para FT de cobre ndo foram significativos ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

O FT para o Cu maiores a 1 (FT>1) sdo um indicativo que é fitoacumulador para esse
metal, nas plantas de C. ensiformis na dose 80 mg kg™ apresentou o valor de (FT=2,08), mas
sendo o Cu um elemento essencial € muito possivel que esses fatores elevados estejam
relacionados com a essencialidade desse elemento para o desenvolvimento da planta, mas que
um problema de fitotoxicidade (YOON et al., 2006).

Resultados diferentes foram encontrados por Andreazza et al. (2015) para as espécies
Bidens pilosa L. e Plantago lanceolata Lann. cultivadas em solos de vitivinicultura com
excesso de Cu, com FT nos valores de 0,04 e 0,15, respectivamente.

Na técnica de fitoextracdo, a alta translocacdo do contaminante para a parte aérea da
planta é preferivel devido as facilidades de manejo apds o procedimento de remediacdo. No
entanto, existe grande vantagem quando o contaminante fica retido em maior concentragdo no
sistema radicular da planta, diminuindo a possibilidade de contaminacéo, ao longo da cadeia
tréfica (NASCIMENTO et al., 2006).
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Figura 6- Fator de translocacao (FT) no cultivo de Canavalia ensiformis L. em resposta ao

aumento de concentracGes de cobre e zinco no solo.

O valor de bioacumulacgédo diminuiu de forma quadratica para o metal Cu, com o valor
do coeficiente de determinacéo (R?) equivalente 75,63%. O Fator de bioacumulacio para o Zn
néo foi significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (Figura 7).

O fator de bioacumulagdo (FB) foi de 0,64 na dose 10 mg kgt a 0,74 na dose 80 mg kg™
Lde Cu (Figura 7). N&o obstante, esse fator foi menor que um (1), pois este valor é o indicativo
de absorcdo de metais na planta e, quanto mais proximo deste valor maior eficiéncia de absorcao
(AMARAL, 2013). Apesar disso, Araujo et al. (2011), verificaram que as espécies tolerantes
exibem fator de bioacumulagdo menor do que um, ou seja, elas tendem a desenvolver estratégias
que restrinjam a translocacdo do metal do solo para a planta. Neste caso, e com base no critério
de Rezvani; Zaefarian (2011), tal espécie pode ser sugerida como exclusora de cobre.

Branzini et al. (2012), ressalta que o FB € um indice chave para medir a eficiéncia de
acumulacao de metais em plantas e que a absorcéo e acumulacéo de metais pesados nas plantas
dependem de varios fatores, dentre eles, a disponibilidade de metais no solo e necessidade
fisiolégica das plantas pelos metais.

Todos os tratamentos com as doses crescentes de cobre apresentaram FB menor que 1.
Conforme descrito por Tavares (2009), esse fato ocorre devido em a maioria das vezes a
absorcéo dos metais pelas plantas ser restrita pela baixa solubilidade e difuséo destes no solo e
para a superficie das raizes. Logo, torna-se importante neste contexto, 0 uso de agentes
complexantes, a fim de aumentar a absorcdo dos metais pelas plantas e facilitar o processo de

fitorremediacéo.
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Figura 7- Fator de bioacumulacgéo (FB) no cultivo de Canavalia ensiformis L. em resposta ao

aumento de concentracGes de cobre e zinco no solo.

Em condicdes de estresse por metais potencialmente toxicos, as plantas podem adquirir
tolerancia estimulada pelo desenvolvimento de mecanismos de adaptacéo ao estresse, podendo
exercer controle sobre a translocacéo e rejeigéo de certos elementos (BATISTA, 2015).

O indice de Tolerancia (IT) de zinco das plantas de C. ensiformis apresentou resposta
linear negativa. C. ensiformis apresentou maior indice de tolerancia na dose de 10 mg kg* de
Zn no solo com o (IT=117,75%) (Figura 8). Quando este indice for maior que 60% tem-se alta
tolerancia das plantas aos contaminantes (LUX et al., 2004). Desse modo, a C. ensiformis por
apresentar valores superiores a 70% em todas as doses testadas, pode ser uma planta promissora
para cultivo em solos contaminados com até 80 mg kg™ de zinco.

Segundo Carneiro (2002), estudando as respostas de espécies herbaceas em relacdo ao
excesso de zinco no solo, a concentragdo de zinco nas raizes da planta Pffafia sp. foi elevada
em relacdo a concentracdo na parte aérea e isso pode estar relacionado justamente a um
mecanismo de tolerancia ao excesso de zinco.

Em outro estudo, Parra et al. (2014), ao acompanhar a germinagdo das sementes, 0
crescimento e a tolerdncia das espécies de Lavandula dentata L., Rosmarinus officinalis L. e
Thymus vulgaris L. em solo de mina contaminado com zinco, evidenciou que as espécies
selecionadas também foram tolerantes ao metal. Segundo Hossain et al. (2012), os acidos
organicos e 0s aminoacidos podem estar envolvidos na tolerancia de plantas a metais

potencialmente toxicos. As plantas dentro do grupo das excludentes excretam pelas suas raizes
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acidos organicos que formam complexos estaveis com metais pesados reduzindo a
biodisponibilidade do metal e sua absor¢éo pela planta.

O indice de tolerancia (IT) expressa a relacdo entre a quantidade de massa seca total
(parte aérea e raiz) da planta desenvolvida no solo contaminado com as doses dos elementos e
a quantidade de massa seca total da planta cultivada em solo com a auséncia de Cu e Zn. Este
indice diminuiu com o aumento das doses de Cu e Zn (Figura 8). A plantas submetidas ao cobre

tiveram maior indice de tolerancia que as contaminadas com zinco.
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Figura 8- indice de tolerancia (IT) no cultivo de Canavalia ensiformis L. em resposta ao

aumento de concentracGes de cobre e zinco no solo.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie Canavalia ensifomis se mostrou eficiente em transportar o Cu e Zn da parte
terrestre para a parte aérea. A espécie apresentou caracteristicas fitoextratoras e
hiperacumuladoras para zinco, uma vez que o fator de translocacdo apresentou valores
superiores a um.

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que a espécie C. ensiformis apresenta
tolerancia a presenca de cobre e zinco até a concentragdo 80 mg kg™ no solo em casa de
vegetacao, pois se desenvolveu mesmo nos tratamentos cujas concentracdes excediam ao valor
necessario para sua nutricdo, uma vez que se tratam de micronutrientes, e por essa caracteristica
deve ser investigado seu potencial fitoextrator para esses metais em condi¢fes de campo.

A alta tolerancia ao cobre e zinco, indica a espécie para atuar como cultura de cobertura
contra o impacto direto da chuva na superficie do solo, reduzindo as perdas de solo e dgua por
escoamento superficial, consequentemente, reduzindo a contaminacdo dos ambientes
adjacentes. Outra vantagem € o investimento reduzido e o baixo custo operacional.

Porém pode-se concluir que a utilizagdo indiscriminada de fungicidas a base de Cu pode
trazer danos para a agricultura, ja que para a C. ensiformis houve reducdo no crescimento e
interferéncia no desenvolvimento da planta. A contaminagdo com zinco também afetou
negativamente o desenvolvimento das plantas.

Os resultados obtidos neste trabalho representam a concluséo de uma etapa para o
estabelecimento de um programa de fitorremediagdo de cobre e zinco com enfoque
agrondémico/ambiental, para o qual, de acordo com Santos et al. (2007), o uso de préaticas
agrondémicas mais adequadas a conducdo das espécies remediadoras, como a densidade
populacional, o tempo de cultivo necessario, 0 nimero de ciclos de cultivo e a aplicacdo de

amenizantes podem incrementar a eficiéncia da fitorremediagéo e ainda a economia de recursos.
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