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RESUMO

A crescente poluicdo ambiental nas Ultimas décadas vem tornando os metais pesados
uma ameaca constante aos ecossistemas terrestres e aquaticos. Entre estes, o chumbo (Pb) é
um dos mais importantes, devido a sua persisténcia no meio e seus efeitos deletérios para
salde humana. Assim, a busca por espécies hiperacumuladoras de metais pesados e sua
utilizacdo nos processos de fitorremediacdo do ambiente tem despertado grande interesse,
visto que é uma técnica economicamente viavel e ecologicamente correta. Sendo assim, o
estudo teve por objetivo avaliar as modificacdes fisioldgicas e bioquimicas de plantas de Batis
maritima L. submetidas ao estresse por chumbo e seu potencial fitoextrator. O experimento
foi conduzido em Casa de Vegetacdo, anexo ao Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), em esquema fatorial 5
X 2 (5 doses de chumbo na presenca ou auséncia de EDTA), perfazendo um total de 10
tratamentos com 6 repeticOes, sendo cada repeticdo representada por um vaso contendo uma
planta. As doses de chumbo avaliadas foram: 0; 51,8; 103,6; 207,2 e 414,4 mg L™
Semanalmente o crescimento das plantas foi avaliado através da altura (ALT) das plantas e ao
final do experimento foram quantificadas proteinas e carboidratos sollveis totais,
carotenoides, clorofila a, b e totais, Teor Relativo de Agua (TRA), matéria seca da parte aérea
e raiz, concentraces de (Pb) na parte aérea e raiz, fésforo (P) na planta; além da
determinacédo do fator de translocacdo de Pb para a parte aérea e bioacumulacdo do metal na
planta. Submetidas a contaminagdo por Pb, as plantas apresentaram um crescimento
satisfatorio, sem prejuizos na sintese de clorofila a, b e totais, proteinas e carboidratos, no
qual, permitiram o desenvolvimento vegetal, como também, o fésforo nas plantas manteve-se
em niveis adequados. As concentracdes de Pb foram mais elevadas na parte aérea. Nas raizes
o maior actimulo do metal ocorreu na dosagem (103,6 e 414,4 mg Kg™ de Pb com EDTA). O
fator de Bioacumulacdo e Translocacdo do metal nas plantas comprovou o potencial
fitoextrator e hiperacumulador da espécie, devido apresentarem valores >1.

Palavras-chave: Batis maritima L. Chumbo. Solos contaminados. Fitorremediacao.



ABSTRACT

Growing environmental pollution in recent decades has been making heavy metals a
constant threat to terrestrial and aquatic ecosystems. Among these, lead (Pb) is the most
important because of their persistence in the environment and its deleterious effects on human
health. Thus, the search for Hyperaccumulators species of heavy metals and their use in
environmental phytoremediation processes has aroused great interest, since it is an
economically viable and environmentally friendly technique. Thus, the study aimed to
evaluate the physiological and biochemical changes of Batis maritima L. plants subjected to
stress and lead your fitoextrator potential. The experiment was conducted in a glasshouse,
annexed to the Plant Tissue Culture Laboratory (LCTV) of the University of Rio Grande do
Norte State (UERN), factorial 5 x 2 (5 lead doses in the presence or absence of EDTA ),
making a total of 10 treatments with 6 replications, each repetition represented by a vase
containing a plant. The lead evaluated doses were: 0; 51,8; 103,6; 207,2 and 414,4mg L.
Weekly plant growth was assessed by height (ALT) of the plants and the end of the
experiment were quantified proteins and soluble carbohydrates, carotenoids, chlorophyll a, b
and total, Relative Water Content (TRA), dry weight of shoot and root concentrations (Pb) in
shoot and root, phosphorus (P) in the plant; beyond the determination of Pb translocation
factor to the shoot and metal bioaccumulation in the plant. The results presented by B. species
maritima contamination by Pb did not affect growth, synthesis of chlorophyll a and b total,
proteins and carbohydrates, which allowed the plant development, as well as the phosphorus
plants remained in appropriate levels. The Pb concentrations were higher in the shoot. In the
most roots metal buildup occurred in strength (103,6 mg kg® Pb EDTA). The
bioaccumulation factor and metal translocation in plants proved the potential and fitoextrator
hiperacumulador species because present values> 1.

Keywords: Batis maritima L. Lead. Contaminated soils. Phytoremediation.
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1.0 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo elementos quimicos com densidade relativamente elevada e
sdo toxicos mesmo em baixas concentracbes (BHARGAVA et al., 2012). Naturalmente
circulam no meio ambiente, por serem liberados das rochas por processos de intemperismo e
transportados por uma variedade de mecanismos, incluindo a adsor¢do e o processamento
pelas plantas e pelos microrganismos (SPIRO, 2009). Porém, o aumento progressivo dos
teores de alguns metais no ambiente, se deve principalmente as respostas de atividades
antropogeénicas, e tem despertado interesse crescente da sociedade em decorréncia dos danos
causados aos ecossistemas (SOUZA; SILVA; FERREIRA, 2011).

Dentre os metais pesados contaminantes encontra-se o chumbo (Pb), que néo
apresenta quaisquer beneficios ao organismo humano e, atualmente, a contaminacéo do solo e
das aguas por este elemento € um grave problema ambiental, devido a sua persisténcia e
elevado poder de toxicidade (BERTOLI et al., 2011). O chumbo esta entre os elementos
quimicos que representam mais riscos a populacdo, provocando alteragdes bioquimicas
deletérias ao organismo humano (MAZZUCO, 2008). Nas plantas o excesso de Pb causa
varios sintomas de toxicidade, como reducdo de crescimento, clorose e escurecimento do
sistema radicular (ROMEIRO et al., 2007).

A poluicdo ambiental acarreta o enriquecimento com este elemento na maioria dos
solos, especialmente nos horizontes superficiais (PINTO FILHO, 2011). Assim, a
disponibilidade de Pb pode ser grandemente afetada por determinadas praticas de manejo
(MARQUES et al., 2011). Considerando que o Estado do Rio Grande do Norte apresentou um
grande crescimento nas Ultimas décadas, no que se refere a area cultivada com frutos
tropicais, principalmente nas regides da Chapada do Apodi, Mossor6 e Acu, onde se situa o
Polo Fruticultor Agu-Mossoré (MENDES et al., 2010), ha fortes indicios que os solos dessas
regibes estejam com percentuais de Pb acima do permitido. Essas comprovacBes foram
confirmadas por Mendes et al. (2010), os quais demonstraram que nas regides supracitadas
houve acréscimos nos teores totais de Ni, Pb, Cu e Mn, na camada superficial (0-20 cm) em
funcdo do tempo de cultivo do solo, devido as praticas de inser¢do de adubos contendo
micronutrientes e fosforo, como também na adicdo de metais pesados presentes.

Varias técnicas eficientes de tratamento do solo estdo disponiveis, mas a maioria tem
alto custo, trabalho intensivo e causam distdrbios ao solo, possuindo aceitabilidade limitada
(BHARGAVA et al., 2012). Contudo, uma série de descobertas cientificas combinadas a
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pesquisa interdisciplinar vem desenvolvendo alternativas promissoras para a remediacdo do
solo, as quais sd0 menos agressivas ao ambiente e economicamente mais Viaveis
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR 2012). Assim, a fitorremediacdo tem se
tornado um tipo de tecnologia emergente, aliando a utilizacdo da vegetacdo para a
descontaminacdo in situ de solos e sedimentos (ROCHA et al., 2009).

Um exemplo claro de fitorremediacao é a capacidade das plantas hal6fitas, adaptadas
a altos niveis de salinidade, de acumular quantidades elevadas de sais em seus tecidos e de
extrai-los dos solos (SANTOS et al., 2011a). Devido a essa caracteristica, ¢ de grande
importancia o uso das plantas halofitas como espécies resistentes e recuperadoras do solo
salino (MATOS et al., 2012).

Batis maritima Linnaeus € uma planta hal6fita tipica de ambiente hiper salino,
caracterizada como subarbusto pertencente a familia Bataceae, perene, didica e produz niveis
adequados de biomassa sob estresse salino (MARCONE, 2003). E encontrada em zonas
tropicais e subtropicais em diversos habitats costeiros em forma de col6nias, em pantanos
salgados e manguezais, por muitas vezes encontrada nas margens de salinas e marés
(LONARD; JUDD; STALTER, 2011). A espécie B. maritima além de ser utilizada na
medicina popular, em alguns paises como Porto Rico e México, tem grande importancia para
0S ecossistemas costeiros e manguezais, pois proporciona uma maior protecdo contra eroséo
costeira, se tornando uma espécie pioneira dos habitats supracitados pela capacidade de
tolerar ambientes hiper salinos, além de fornecer uma nutricdo e cobertura para a vida
selvagem (SOUZA; SILVA; FERREIRA, 2011).

A tolerancia ao estresse salino com a consequente acumulacdo de sais em seus
vacuolos e producgdo de niveis adequados de biomassa nessas condic¢des incita a verificacdo da
tolerancia da B. maritima a niveis de contaminacdo por Pb, para serem utilizadas em projetos
de recuperacéo de area degradada por esse contaminante.

Apesar de muitos estudos sobre a tolerancia de plantas a metais pesados, ainda s&o
escassas as informacgdes sobre absor¢do e acumulacdo de Pb na espécie B. maritima, bem
como a influéncia desse metal na producdo de biomassa e adequabilidade em projetos de

fitorremediacéo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar as modificacdes fisioldgicas e bioquimicas de plantas de Batis maritima L.

submetidas ao estresse por chumbo e seu potencial fitoextrator.

1.1.2 Especificos

o Verificar o efeito visual de toxidez da aplicacdo de doses crescentes de Pb em
substrato com presenca e auséncia de EDTA em espécimes de Batis maritima;
o Realizar medi¢es da altura das plantas durante o experimento;

o Quantificar a biomassa seca de B. maritima submetidas a diferentes niveis de

o Determinar o Teor Relativo de Agua mediante o estresse pelo metal;

o Avaliar os niveis de carotenoides, clorofila a, b e totais, proteinas totais e
carboidratos solGveis nas folhas da planta;

o Determinar os niveis de P em plantas de B. maritima;

o Diagnosticar os niveis de Pb na espécie vegetal,

o Investigar o fator de translocacéo (FT) e fator de bioacumulacéo (FB) de Pb na

planta.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metais pesados em solos

O material solto e macio encontrado na superficie da terra caracteriza o solo, o qual é
constituido de agua, ar, material mineral e organico, contendo ainda organismos Vivos
(COELHO et al.,2013). Segundo Verennes (2003), o solo desempenha vérias funcdes, como
suporte do crescimento vegetal, controle do movimento, e qualidade das &guas nas bacias
hidrogréficas, e como ‘habitat’ para os organismos do solo. Assim, agrega grande importancia

para a manutencgéo da vida.
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Metais pesados estdo presentes nos solos como componentes naturais ou como
resultado das atividades antropogénicas (LIMA et al., 2013). A contaminacdo por metais
pesados no solo resulta, principalmente, da aplicacdo de residuos urbanos e industriais e do
uso de fertilizantes e pesticidas na agricultura (MELO; NASCIMENTO; SANTQOS, 2006).
Essa contaminacdo pode ocorrer por disposicao e derrame proposital ou acidental de residuos
provenientes de atividades agricolas, industriais, domesticas ou por deposi¢do atmosférica,
que modificam as caracteristicas naturais do solo, produzindo impactos e limitando seus usos
(MARQUES et al., 2011).

Assim, a intensificacdo das atividades industriais, agricolas e de urbanizacdo tem
aumentado o risco de poluigédo dos solos por metais pesados (ANDRADE et al., 2009). O uso
de fertilizantes fosfatados, por exemplo, utilizados na agricultura devido a baixa
disponibilidade de fosforo (P), frequentemente limita o rendimento das culturas nas condicGes
brasileiras, constituindo uma via de entrada de metais pesados na cadeia alimentar (FREITAS
et al., 2009). Segundo os autores, os fertilizantes fosfatados acidulados sdo constituidos por
fosfatos de rocha in natura utilizados como fonte de fosforo (P) que contém naturalmente
varios teores de metais pesados (Anexo A, Tabela 17).

Dentre esses contaminantes encontram-se 0s metais pesados (ou elementos tragos),
como o Chumbo (Pb), que ndo apresentam quaisquer beneficios ao organismo humano e,
atualmente, a contaminagdo do solo e das &guas por este elemento € um grave problema
ambiental, devido a sua persisténcia e elevado poder de toxicidade (BERTOLI et al., 2011).

O aumento progressivo dos teores de alguns metais pesados no ambiente,
principalmente em resposta as atividades antropogénicas, tem despertado interesse crescente
da sociedade em decorréncia dos danos causados aos ecossistemas (SOUZA; SILVA,
FERREIRA, 2011). De acordo com Barros et al. (2010), o interesse pela avaliacdo da
qualidade do solo vem aumentando, com a consciéncia de que se trata de um componente
extremamente importante da biosfera, ndo s6 para a producdo de alimentos, mas também na

manutenc¢éo da qualidade ambiental.

2.2 Chumbo (Pb)

O chumbo, simbolo Pb, possui niimero atdmico 82, com massa atdmica 207,2 g mol™
e pertencente ao grupo IV A da classificacdo periodica dos elementos quimicos. E
considerado um metal toxico, pesado, possuindo massa especifica maior que 10,0 g cm™

(LEAL et al., 2012), de coloragédo cinza-azulado e encontrado em pequenas quantidades na
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crosta terrestre, geralmente associado a minérios, principalmente aos que contém zinco, sendo
o sulfeto de chumbo (galena) a mais importante fonte primaria de chumbo (CETESB, 2012).

O Pb tem destaque entre 0s metais pesados devido a sua ampla utilizacdo e
persisténcia no solo, sendo considerado um dos poluentes mais importantes (LIMA et
al.,2013). O uso do metal é favorecido por suas propriedades, que o caracteriza como macio,
altamente maledvel, com baixa condutividade elétrica e altamente resistente a corroséo,
demonstrando assim ser um excelente metal, utilizado para minimizar os problemas oriundos
da corrosdo atmosférica devido a sua rapida oxidacdo superficial em forma de pelicula de
oxido, formando o protdxido de chumbo (TEIXEIRA & SILVA, 2008).

Desde o inicio das civilizagdes o chumbo é utilizado como metal para estruturas e na
construcdo de edificios a prova de intempéries, em dutos de agua e recipientes para cozinhar,
em chapas para cobrir juntas, em isolamentos acusticos, na eletronica para fazer conexdes
entre metais sélidos, como em munig¢des utilizadas por cacadores de aves aquaticas (BAIRD,
2002). A mineracédo e o beneficiamento de minérios de Pb para os diversos usos do chumbo
metélico e de seus compostos, produziram a disseminacdo do chumbo no ambiente
(ENZWEILER; BOSSO, 2008), sendo que a partir do século XIX ganhou notoriedade como
poluente ambiental (PEREIRA et al., 2013). Portanto, sdo varias as fontes de Pb que

contribuem para a polui¢cdo do ambiente (Figura 1).

Figura 1 - Fontes de Polui¢do de Pb no ambiente.
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Fonte: Adaptada Sharma & Dubey, 2005.

Para que um determinado elemento presente no solo possa ser absorvido pelas

plantas, ha necessidade de 0 mesmo se encontrar em forma disponivel, ou seja, solubilizado



21

no solo (CAMILOTTI et al., 2007). Assim, a absor¢do de chumbo é regulada pelo pH,
tamanho de particulas, capacidade de troca de cations dos solos (CTC), e outras caracteristicas
fisico-quimicas (ROMEIRO et al., 2006).

O entendimento da mobilidade dos metais pesados e de sua disponibilidade aos
organismos passa necessariamente pelo entendimento do seu comportamento quimico no
sistema solo (MARTINS et al., 2011). De acordo com o0s autores, em solos tropicais, onde
predomina mineralogia oxidica (principalmente Fe, Al e Mn) e caulinitica na fracdo argila, ha
grande potencial na adsorcéo de ions metalicos.

O Pb tem a habilidade de deslocar outros elementos, como K, Ba, S e Ca em
minerais e sitios de adsorcdo, devido & sua semelhanca aos metais alcalinos terrosos,
conferindo-lhe também a caracteristica de ser um dos metais pesados menos moveis e que se
acumulam naturalmente nos horizontes superficiais (BERTOLI et al., 2011). Segundo Chaves
et al. (2010), a formacdo no solo do complexo quelato e metal previne a precipitacdo dos
metais e mantém sua disponibilidade para as plantas, que determina a concentracdo e o
acimulo dos mesmos nos tecidos vegetais.

A necessidade de monitorar a presenca e 0 comportamento de elementos tdxicos no
ambiente ensejou o desenvolvimento de métodos especificos para determinar a sua
concentracdo no meio (ENZWEILER; BOSSO, 2008). No Brasil, o0 Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) estabelece listas com valores norteadores para solos e dgua em
todo o territorio nacional, que tém como base pesquisas inicialmente produzidas pela
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB). De acordo com a
Resolucdo n° 420, de 28 de dezembro de 2009, estabelece critérios e valores orientadores de
qualidade do solo quanto a presenca de substadncias quimicas e diretrizes para 0
gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antropicas. A 1° Decisdo de Diretoria n° 045/2014/E/C/1, de 20 de fevereiro de
2014, dispde sobre a aprovacdo dos Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterraneas no
Estado de S&o Paulo — 2014, em substituicdo aos Valores Orientadores de 2009 e d& outras

providéncias (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores orientadores para solos (mg Kg™ de peso seco de solo).

Substancia Prevencéo Investigacdo
Agricola Residencial Industrial
Cadmio 1,3 3,6 14 160

Chumbo 72 150 240 4400
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Cobre 60 760 2100 10000
Cromo Total 75 150 300 400

Niquel 30 190 480 3800
Zinco 86 1900 7000 10000

Adaptado: Decisdo de Diretoria 045/2014/E/C/1, de 20-02-2014

A salde humana e a vida aquéatica podem ser afetadas de modo significativo por
atividades industriais e agricolas, ja que apresenta em seus processos elementos classificados
como metais pesados e esses, por sua vez, sio considerados bioacumulativos (ARAUJO;
PINTO FILHO, 2010). Dentre estes o Pb é um dos principais poluentes em ambos 0s
ecossistemas terrestre e aquatico (SHARMA; DUBEY, 2005).

O reconhecimento dos efeitos toxicos da exposicdo ao chumbo resultou na
introducéo de restricbes ao uso de seus compostos, com o objetivo de tornar o ambiente, em
geral, mais seguro e saudavel (ENZWEILER; BOSSO, 2008). Apesar das medidas
regulamentares adaptadas por muitos paises para limitar entrada demasiada de Pb no
ambiente, ele continua a ser um dos mais graves riscos ambientais e humanos em geral
(SHARMA; DUBEY, 2005).

Pelo fato das plantas serem o principal ponto de ligacdo entre os metais pesados e 0
homem, via cadeia alimentar, se torna necessaria a realizacdo de estudos que possibilitem a
determinacdo do efeito destes elementos nas mesmas (BERTOLI et al., 2011). Para tanto, a
compartimentalizacdo, controle de pH na rizosfera, exsudacao de acidos organicos e quelacéo
intracelular sdo alguns dos mecanismos utilizados pelas espécies vegetais em condicGes de
estresse por metais pesados (SOUZA,; SILVA; FERREIRA, 2011).

Apesar das possibilidades para a indisponibilidade dos metais no solo e dos
mecanismos de protecdo das plantas, a absorcdo de metais pesados, dependendo das
condigdes, pode ocorrer em quantidades suficientes para o surgimento de sintomas de
fitotoxicidade nas mesmas (CAMILOTTI et al., 2007). De acordo com LAKE (1987) o nivel
fitotoxico para o Pb esta estabelecido entre 35-400 mg kg™. O excesso de Pb causa varios
sintomas de toxicidade em plantas, como reducao de crescimento, clorose e escurecimento do
sistema radicular (ROMEIRO et al., 2006). Causa ainda inibicdo de atividades enzimaticas,
disturbios de nutricdo mineral, de balanco hidrico, mudangas hormonais e altera¢cdes na
permeabilidade da membrana celular (BOURLEGAT et al., 2007).

No organismo humano, a absor¢cdo ndo depende unicamente da concentracdo e do
tempo de exposicdo ao metal, mas também dos fatores relacionados as propriedades fisico-
quimicas como o tamanho da particula e a solubilidade do composto (SCHIFER; BOGUSZ
JUNIOR; MONTANO, 2005). O chumbo pode afetar quase todos o0s 6rgdos, sendo o sistema
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nervoso central mais sensivel, tanto em criancas quanto em adultos, sendo a exposi¢do ao
chumbo inorganico o responsavel por causar fraqueza, irritabilidade, astenia, nausea, dor
abdominal com constipacdo (CETESB, 2012). No entanto, a intoxicacdo por chumbo
organico ocorre principalmente através do chumbo tetraetila e tetrametila, onde apresentam
caracteristicas lipossoliveis, sendo facilmente absorvidos pela pele (SCHIFER; BOGUSZ
JUNIOR; MONTANO, 2005).

2.3 Remogao de metais pesados do solo

A recuperacdo do meio ambiente tem sido uma grande preocupac¢do nos dias atuais
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Assim, grandes esfor¢os tém sido
feitos para integrar conhecimentos que facilitem a reabilitacdo de solos contaminados com
metais pesados, afim de possibilitar o retorno da funcionalidade e estabilidade do ecossistema
(ANDRADE et al., 2009).

A remediacdo de areas contaminadas é uma exigéncia legal e um compromisso social
que precisam ser executados, criando demandas tecnologicas, oportunidades de pesquisa
cientifica e possibilidades de negocios (ROMEIRO et al.,, 2006). Portanto, solos
contaminados por metais pesados exigem acdo remediadora que diminua os teores desses
poluentes em niveis ambientalmente seguros (MELO; NASCIMENTO; SANTOS, 2006). A
remediacdo de solo contaminado representa uma despesa significativa a muitas empresas e
entidades governamentais (BOURLEGAT et al., 2007). No entanto, uma das estratégias de
reabilitacdo que alia eficiéncia tecnoldgica e baixo custo de aplicacdo e manutencdo é a
fitorremediacdo (ANDRADE et al., 2009). A técnica agrega valor por ser menos cara que as
tecnologias atuais e simultaneamente inicia tanto a desintoxicacdo de residuos perigosos,
como a restauragdo do local (BHARGAVA et al., 2012). A estimativa das despesas com
remediacdo de uma &rea contaminada usando aterros convencionais comumente praticados
nos Estados Unidos custa em média US$ 150-350,00/tonelada. No entanto, a utilizacdo de
plantas na remediacdo de solos pode ter um custo de US$ 20-80/ tonelada, o que torna a
abordagem economicamente atraente para a recuperacdo de solos contaminados com metais
pesados (NASCIMENTO & XING, 2006).

A fitorremediacdo (fito = planta e remediacdo = corrigir), desde 1991, € a tecnologia
que utiliza plantas para degradar, extrair, conter ou imobilizar contaminantes do solo e da
agua (VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Por causa de seus custos
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relativamente baixos, a fitorremediacdo representa uma abordagem viavel para a limpeza de
solos nos paises em desenvolvimento, bem como, em paises onde fundos disponiveis para a
recuperacdo ambiental sdo escassos (NASCIMENTO & XING, 2006). Segundo Marques et
al. (2011), o Brasil apresenta grande potencial de uso da fitorremediagdo na recuperagéo de
areas contaminadas, devido a grande biodiversidade e ao clima, que favorecem os processos
bioldgicos no tratamento da poluicéo.

A efetividade da fitorremediacdo esta limitada pela capacidade da planta em sorver
os metais das superficies das particulas do solo e da solubilidade dos mesmos
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Inclusive, a vantagem do uso das
plantas é manter a estrutura do solo, garantindo trocas gasosas e o desenvolvimento dos
microrganismos, inclusive os biorremediadores (MARQUES et al., 2011).

No Brasil, as pesquisas sobre fitorremediacdo tém focalizado principalmente em
solos contaminados por metais (ROMEIRO et al., 2007). Por sua vez, pesquisadores
ambientais ha muito tempo se esforcam para desenvolver variedades de plantas que podem ser
utilizadas para uma fitoextracdo mais eficaz (BHARGAVA et al.,, 2012). A fitoextracdo
refere-se a0 uso de plantas acumuladoras, que conseguem extrair poluentes do solo e
transporta-los para a parte aérea (BOURLEGAT et al.,, 2007), cuja biomassa podera ser
tratada por compostagem, compactacdo e tratamentos térmicos ou utilizado para recuperar
metais (NASCIMENTO & XIANG, 2006), (Figura 2):

Figura 2 - Esquema representativo do processo de fitoextracdo de metais pesados no solo.
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Essa técnica se apresenta produtiva apenas se o contaminante for absorvido pelas
raizes das plantas (VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Segundo
Nascimento & Xiang (2006), o objetivo da fitoextracéo € reduzir a concentracdo de metais em
solos contaminados em niveis regulamentadores, no &mbito de um prazo razodvel,
contemplando plantas com capacidade de acumular naturalmente metais, as chamadas
hiperacumuladoras, ou utilizando culturas de plantas de alta producéo de biomassa aliado aos
métodos quimicos de aprimoramento de fitoextracéo.

E importante enfatizar que as espécies apresentam capacidade de acumulago
diversificada (varios contaminantes) ou especifica (um ou poucos contaminantes)
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Varias plantas apresentam
mecanismos de tolerancia a presenca de metais, porém esses mecanismos ainda ndo estdo bem
definidos (SILVA et al., 2013). Destas espécies vegetais, poucas sdo consideradas
hiperacumuladoras de Pb (Tabela 2). Cerca de 450 espécies de angiospermas foram
identificadas até agora como acumuladoras de metais pesados (As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb,
Sh, Se, Zn), representando menos de 0,2% de todas as espécies conhecidas (RASCIO;
NAVARI-1ZZO, 2011). De acordo com o0s autores, as espécies hiperacumuladoras séo
distribuidas numa grande variedade de familias distintas, mostrando que a evolucdo das

mesmas ocorreu de forma independente sob a selecéo de fatores ecolégicos.

Tabela 2 - Espécies de plantas hiperacumuladoras de chumbo (Pb).

Espécies de Plantas
Hiperacumuladoras de Pb Familia Referéncia
Sesbania drummondii Fabaceae Sahi, et al. (2002); Sharma, et
al. (2004)
Hemidesmus indicus Apocynaceae Chandra Sekhar, et al. (2005)
Arabis paniculata Brassicaceae Tang, et al. (2009)
Plantago orbignyana Plantaginaceae Bech, et al. (2012)

Fonte: Adaptado de Vasconcellos, Pagliuso, Sotomaior, 2012.

Sabe-se que o uso de acidos organicos ou quelantes sintéticos, pode acelerar a
translocacdo de metais para a parte aérea, como afirma Nascimento & Xiang (2006). Acidos
organicos de baixo peso molecular sdo provavelmente os mais utilizados em sistemas de
fitoextracdo, pois influenciam a aquisicdo de metais pela formagdo de complexos com ions

metéalicos, ou através da diminuicdo do pH em torno das raizes, alterando as caracteristicas do
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solo. Ainda, segundo o autor, o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) tem sido utilizado
com sucesso como quelantes de chumbo e outros metais de solos contaminados.

Além da fitoextracdo, existem varias técnicas de fitorremediacdo disponiveis,
subdivididas segundo a Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente (U.S. Environmental
Protection Agency — EPA, 2000), Figura 3:

Figura 3 — Técnicas envolvidas na fitorremediacéo.
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a) Rizofiltracdo é uma técnica em que a adsorcdo ou precipitacdo ocorre nas raizes
ou absorcdo de contaminantes que estdo em solugdo aquosa, ao redor da zona de raizes, e a
translocacdo na planta depende do contaminante (VASCONCELLOS; PAGLIUSO;
SOTOMAIOR, 2012). A rizofiltragdo é util na separacdo de metais em aguas e resulta na
retencdo dos contaminantes, que sdo imobilizados ou acumulados dentro ou sobre as raizes,
onde, posteriormente € realizada a remoc¢éo da planta (ANDRADE; TAVARES; MAHLER,
2007).

b) Fitoestabilizagdo é um conjunto de mecanismos fisicos, quimicos ou fisico-
quimicos. A fitoestabilizacéo fisica evita a erosdo superficial (e6lico-hidrica) e a lixiviacdo do
poluente e a fitoestabilizacdo quimica ocorre por mudanca quimica e/ou microbioldgica da
zona das raizes e, ainda pela alteracdo quimica do contaminante (ANDRADE; TAVARES;
MAHLER, 2007). A imobilizagdo do contaminante no solo, basicamente metais, através da
absorcdo e acumulacdo pelas raizes, e no uso de plantas e suas raizes previne a migracdo do
contaminante (VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012).
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c) Rizodegradacgdo é a quebra de um contaminante organico no solo pela atividade
microbiana, que é aumentada pela presenca da zona radicial (ANDRADE; TAVARES;
MAHLER, 2007).

d) Fitovolatilizagcdo consiste na captacdo e transpiracdo de um contaminante pela
planta, com liberag&o do contaminante ou uma forma modificada do mesmo para a atmosfera
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). A fitovolatilizagdo € vantajosa,
pois 0 contaminante é removido do ecossistema aquatico e terrestre, entretanto, existe o risco
das plantas liberarem concentragcbes muito elevadas de contaminantes toxicos na atmosfera
(ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

e) Fitoestimulacdo é uma técnica no qual os microrganismos estdo associados, direta
ou indiretamente, na degradacdo dos contaminantes (ANDRADE; TAVARES; MAHLER,
2007). Ocorre a liberacdo de aminoacidos e polissacarideos pela raiz, que caracteriza um
estimulo para a atividade microbiana (VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR,
2012).

f) Fitotransformacéo ou fitodegradacdo emprega o uso de raizes bem desenvolvidas,
porém utiliza a absorcdo com subsequente volatilizagdo ou, entdo, a degradacdo de forma
parcial ou completa, transformando o composto em menos toxico (VASCONCELLQOS;
PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). E empregado, principalmente, na remediagio de
compostos organicos (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

As técnicas de fitorremediacdo possuem diversas vantagens, de acordo com Andrade,
Tavares e Mahler (2007), como: ser utilizada no local contaminado, limitando as perturbacdes
do meio, além de possuir custos reduzidos, como também promover a colonizacao vegetal, e
permitir o desenvolvimento de plantas em ambientes poucos propicios ao desenvolvimento
microbiologico; viabiliza a remediacdo de varios contaminantes simultaneamente, incluindo
metais, pesticidas, e como beneficio indireto, permite a melhoria da qualidade do solo, com o
aumento da sua porosidade, favorecendo a infiltracdo de agua, permitindo a ciclagem de
nutrientes.

No entanto, possuem limitacbes, como o0 tempo para a recuperacdo do ambiente, ja
que os resultados da fitorremediacdo ndo sdo imediatos, podendo levar semanas, meses e até
anos para que o efeito esperado seja alcancado (VASCONCELLOS; PAGLIUSO;
SOTOMAIOR, 2012). Além disso, a concentracdo do poluente e a presenca de outras toxinas
devem permanecer dentro dos limites de tolerancia da planta (ANDRADE; TAVARES;
MAHLER, 2007). Outro fator relevante sdo as barreiras socioecondémicas, que envolvem falta

de informacéo no meio técnico e na sociedade em geral; auséncia de instrumentos reguladores
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que promovam a fitorremediacdo; competicdo com métodos mais conhecidos, dominados e
aceitos por empresas de consultoria e investimentos limitados para o desenvolvimento de
tratamentos inovadores (MARQUES et al., 2011).

2.4 Nutricao Mineral de Plantas

O solo € 0 meio que atua como reservatdrio de minerais necessarios as plantas.
Sendo assim, a solucdo do solo é o compartimento de onde a raiz retira ou absorve 0s
elementos essenciais. Os elementos minerais essenciais sdo geralmente classificados como
macro e micronutrientes, de acordo com suas concentragdes relativas no tecido vegetal
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Além do Carbono, Oxigénio e Hidrogénio (organicos), treze
elementos (minerais) sdo considerados essenciais para o desenvolvimento das plantas, sendo
estes divididos em dois grupos: Macronutrientes: N, P, K, Ca, Mg e S e Micronutrientes: B,
Cl, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn.

Sendo organismos sesseis, as plantas sdo constantemente expostas durante o seu
ciclo de vida as condicdes adversas do ambiente, que podem afetar negativamente o
crescimento, desenvolvimento ou produtividade (HOSSAIN et al., 2012). Assim, as plantas
absorvem do solo, tanto os elementos essenciais, como os benéficos e os toxicos. Alguns
metais pesados, incluindo Cu, Zn, e Mn, sdo micronutrientes requeridos para uma ampla
variedade de processos fisioldgicos, no entanto, podem ser toxicos em concentracOes
elevadas. Além disso, metais pesados como Cd, Pb ou Hg, ndo possuem nenhuma funcéo
conhecida para as plantas e sdo altamente toxicos, devido a sua reatividade com atomos de S e
N presentes nos aminoacidos e proteinas (CLEMENS, PALMGREN; KRAMER, 2002).

A grande area da superficie das raizes e a sua capacidade em absorver ions
inorganicos, em baixas concentracfes, da solucdo solo aumentam a efetividade da absorcédo
pelas plantas. Epstein (1975), apresentou as concentra¢cdes medias dos nutrientes minerais na
materia seca, suficientes para um adequado desenvolvimento das plantas (Anexo A, Tabela
18), porém, existem variacbes dependendo da planta e do érgdo analisado. Depois de terem
sido absorvidos pelas raizes, esses elementos sdo translocados para diversas partes das
plantas, os quais sdo utilizados em numerosas fungdes bioldgicas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O suprimento inadequado de um elemento essencial provoca um distarbio nutricional
que se manifesta por sintomas de deficiéncias caracteristicos (TAIZ; ZEIGER, 2013). Um
meio alternativo de selecdo de plantas com potencial para fitoextracdo é através do uso de

solugdes nutritivas para o crescimento das mesmas, tal procedimento permite um controle
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adequado de metais e uma interpretagdo uniforme da resposta da planta (ROMEIRO et al.,
2006). A Solucédo de Hoagland modificada, por exemplo, contém todos os elementos minerais
conhecidos necessarios ao rapido crescimento das plantas, sem produzir sintomas de
toxicidade ou estresse salino (TAIZ; ZEIGER, 2013).

2.4 Plantas Tolerantes a Metais Pesados

De acordo com, Ali, Khan e Sajad (2013), plantas especificamente adaptadas para se
desenvolver em solos com abundancia de metais pesados, sdao denominadas metaléfitas, sendo
a maioria pertencente a familia Brassicaceae, divididas em 3 categorias: exclusoras,

indicadores e hiperacumuladoras de metais:

a) Exclusoras de metais: acumulam metais pesados do substrato nas raizes, e restringi o
seu transporte para partes aéreas (SHEORAN et al, 2011; MALIK e BISWAS, 2012), tais
plantas ttm um baixo potencial de extragdo de metal, mas pode ser eficaz para fins de
fitoestabilizacdo (LASAT, 2002).

b) Indicadoras de metais: Acumulam metais pesados em suas partes aéreas, geralmente
refletem as concentragdes de metais pesados do substrato (SHEORAN et al., 2011).

C) Hiperacumuladora de metais: S&o plantas que concentram metais pesados em seus

tecidos a niveis muito superiores aos contidos no solo.

Os metais pesados afetam o crescimento, a distribuicdo e o ciclo biologico das
espécies, sendo o uso de plantas tolerantes uma alternativa importante do ponto de vista
ambiental, na recuperacdo de &reas, e econdmico com uso de espécies cultivadas que
suportam condicdo adversa (SOUZA,; SILVA; FERREIRA, 2011). No Brasil, nos Gltimos dez
anos, as pesquisas nessa area tém se intensificado, na procura por espécies fitorremediadoras
(VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012). Em condi¢bes de estresse por
metais pesados, as plantas podem adquirir tolerancia devido ao desenvolvimento de
mecanismos que as tornam adaptadas a este estresse, porém, uma planta pode ter varios
mecanismos de tolerdncia (SOUZA; SILVA; FERREIRA, 2011). Em resposta ao excesso de
metais pesados, as plantas podem ser receptoras passivas, como também, podem exercer
controle sobre a translocacdo e rejeicdo de alguns elementos, incluindo a reducdo do

transporte através da membrana, excluséo, formacgdo de peptidios ricos em grupos tiolicos
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(fitoquelatina), quelagdo por &cidos orgénicos e compartimentalizagdo de metal em estruturas
subcelulares (SANTOS et al., 2006).

Segundo Romeiro et al. (2006) apesar de ndo ser um elemento essencial, o Pb é
facilmente absorvido e acumulado em diferentes partes das plantas em baixas concentrages.
Move-se na raiz, predominantemente, via apoplasto através do cértex e acumula-se perto da
endoderme. De acordo com o autor, a endoderme age como uma barreira parcial para a
translocacdo do Pb das raizes para a parte aérea. Ja em altas concentracdes, a parede celular é
danificada e grande quantidade do metal pesado entra nas células.

Segundo Clemens, Palmgren e Kramer (2002), de um modo geral, a acumulacédo de
um determinado metal na planta, acontece em funcédo da capacidade de absorcéo celular.
Assim, por ser um organismo multicelular, esse mecanismo € dificultado devido as diferencas
entre tecidos e células especificas, como também por envolver transporte intracelular. A
figura 4 ilustra os processos que possivelmente podem influenciar as taxas de acimulo de
metais em plantas, como: a) mobilizagédo e absorc¢éo do solo, b) compartimentacdo e remogéo
na raiz, c) eficiéncia da entrada e transporte no xilema, d) distribuicdo entre o metal dissipado

na parte aérea, e) remocao e o0 armazenamento nas células da folha.



31

Figura 4 - Desenho dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na acumulacédo de metais de transicdo em

plantas. (a) mobilizacdo no solo e na planta, (b) absorcéo e entrada através da membrana, (c) transporte através

do xilema, (d) transporte e armazenamento, () distribui¢do intracelular de metais.
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Plantas sensiveis as substancias toxicas podem ser utilizadas como organismos teste
para a avaliagdo e monitoramento de contaminantes ambientais (PEREIRA et al., 2013).
Tendo em vista que nem todas as espécies vegetais desenvolvem-se em ambientes

contaminados, 0 primeiro passo é a identificacdo das espécies que, além de apropriadas as

condigdes locais, sejam tolerantes ao contaminante (MARQUES et al., 2011).

Batis maritima C. Linnaeus é uma dicotiledonea de ciclo de vida perene, pertencente a
familia Bataceae. E caracterizada como arbusto de baixo porte de regides tropicais e sub-

tropicais, sendo encontrada em zonas costeiras, como em margens de salinas. Os altos niveis
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de sodio e cloreto indicam que B. maritima é uma planta xeromorfica e halofita por
acumulacdo de sais (LONARD; JUDD; STALTER, 2011). Sdo plantas C3 (LONARD;
JUDD; STALTER, 2011), possuindo cerca de 1m de altura, 2m de extenséo lateral e 5 cm de
diametro basal (FRANCIS, 2004). Pouco se sabe sobre a producdo e germinacdo de sementes,
e 0 processo de propagacdo de hastes se da por mergulhia (LONARD; JUDD; STALTER,
2011).

As plantas apresentam ou possuem raizes fibrosas, folhas verde-amareladas,
suculentas, deciduas, simples, opostas, sésseis, diminutas, com margem inteira e estipulas
vestigiais nas folhas e bracteas. Suas inflorescéncias apresentam-se em espigas, racemosas,
axilares, conica, com flores em quatro fileiras, unissexuais (dioica), pequenas localizadas nas
axilas das folhas. A flor estaminada (masculina) diclamidea, 4-estames, 4-estamindides,
deiscéncia longitudinal, 4-pétalas (SANDOVAL, DELGADILO, 2008). Ha muita
controvérsia na literatura com relacdo a estrutura tubular da flor, no entanto, estudos feitos por
Craene (2005) com organismos em fase inicial de desenvolvimento, ddo evidéncias e
confirmam que a estrutura tubular € obtida a partir de quatro sépalas com lobos fundidos, com
trés lobos anteriores altamente reduzidos.

A flor pistilada (feminina) aclamidea, possui ovario supero, placentacdo ereta,
bicarpelar, 2-l6culos separados por falsos septos, 4-6vulos embutidos no tecido da
inflorescéncia. Suas inflorescéncias podem ser comparadas a um abacaxi, pois surgem
alternando pares de bracteas na axila sobre um crescente eixo principal, que se agregam dando
a inflorescéncia um formato de cone. Essas bracteas caem rapidamente deixando uma cicatriz
que permanece visivel sobre a inflorescéncia. Os frutos sdo mdaltiplos, devido a fusdo de
pistilos na maturidade, drupdides, carnudos, com aspecto esponjoso (quando em senescéncia),
dicotiledonar e com embrido reto (SANDOVAL, DELGADILO, (2008), LONARD et al.,
(2011).



33

Figura 5 - Foto da Batis maritima L. em ambiente natural.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

A Batis maritima pode tolerar condi¢es que a tornam uma espécie pioneira, com
potencial para solos salobros e salinos, sendo importante para estabilizacdo do substrato,
devido a alta densidade nas raizes (LONARD; JUDD; STALTER, 2011). Os beneficios da
espécie incluem a utilizacdo de cinzas para a producédo de vidros e sabfes (FRANCIS, 2004),
como também suas folhas s@o consumidas em saladas. A espécie também é aplicada na
medicina, uma vez que é utilizada para tratar doencas de pele, distarbios de reumatismo e
tiredide, gota, e problemas no sangue (LOARD; JUDD; STALTER, 2011). Também, é uma
rica fonte de proteina, agregando valor nutricional & alimentacdo. Sementes de B. maritima
contém (1,6 vezes) niveis mais elevados de proteina bruta que aqueles dos mais
convencionais cereais, tais como trigo, arroz, milho e cevada (KENT; EVERS, 1994). Por ser
uma planta halofita, cresce em areas com grandes concentracdes de sais, sequestrando-os em
vacuolos presentes nas folhas, combatendo assim, o efeito deletério dos mesmos (LONARD,
JUDD, STALTER, 2011). Assim, por ser tolerante a salinidade, retirando do solo os ions
resultantes da dissolucdo do NaCl, a investigacdo dessa planta como fitorremediadora de
metais pesados, dentre eles o Pb, tem o intuito de conhecer a adaptacdo da espécie a esse

metal.

3.0 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em 2014 na casa de vegetacdo, na Universidade do
Estado do Rio Grande do Norte, em Mossord, RN. A espécie avaliada foi Batis maritima L.,

da familia Bataceae.
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3.1 Obtencéo do Material Vegetal

As plantas, da espécie B. maritima L., foram coletadas no dia 15.01.2014, na cidade
de Areia Branca-RN, as margens de uma estrada sem pavimentacdao, em uma &rea de mangue
localizada a latitude 04°55° 55.6” S e longitude de 37°05” 58.6” W nas proximidades da praia
do Paraiso. Posteriormente, as plantas foram conduzidas para casa de vegetacdo, anexo ao
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV), da Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte (UERN) localizado na cidade de Mossor6/RN. Apds a coleta, foram
preparadas estacas, com aproximadamente 15 cm de altura, com auxilio de uma tesoura de
poda. Em seguida, trés estacas foram inseridas em vasos de polietileno com capacidade para
8L contendo substrato composto por areia+argila+polifertil®, na proporcao de 1:1:1 (Figura
6). O periodo de aclimatacdo das estacas ocorreu em dois meses (janeiro a marco) e durante
esse periodo as plantas foram irrigadas manualmente obedecendo a capacidade de vaso

previamente estabelecida.

Figura 6 - Estaquia da Batis maritima L. em casa de vegetacdo, UERN. Mossor6/RN.

Fonte: Arquivo pessoal, 2014.

3.2 Instalagdo do Experimento

O experimento foi conduzido em Casa de vegetacdo, anexo ao Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV), da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte

(UERN), Campus de Mossor0, localizado pelas coordenadas geograficas, latitude 04°55°55.6”
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S e longitude de 37°05°58.6” W. Gr. com 18m de altitude, com temperatura média méxima de
36°C e minima de 27°C e umidade relativa de 78%, no periodo de janeiro a julho de 2014.

Apos a uniformizacdo em tamanho, as plantas foram transferidas para vasos de
polietileno com capacidade para 9L contendo substrato composto por areia + argila +
polifértil® (1:1:1). Cada vaso foi colocado sobre outro vaso (com capacidade para 6L) que
serviram como suporte e cujo objetivo era coletar o lixiviado contendo o metal pesado. Em
seguida, as plantas foram etiquetadas com a identificacdo dos tratamentos e distribuidas ao
acaso sobre uma bancada central na casa de vegetacéo, totalizando 60 plantas.

Durante o cultivo, os vasos foram irrigados mantendo o limite minimo de 70% da
capacidade de vaso e durante esse procedimento, a dgua de lixiviacdo coletada nos vasos
suporte foi reutilizada na irrigacao.

A aplicacdo dos tratamentos iniciou-se ap06s 3 meses de estabilizacdo e
uniformizagéo das plantas, nas quais foram tratadas com diferentes doses de Pb, utilizando o
Acetato de Chumbo trihidratado [Pb(CH3C0OQ)2.3H.0] em solugédo nutritiva de Hoagland &
Arnon modificada, aplicando-se 100mL dessa solucdo em cada vaso. A aplicacdo dos
tratamentos transcorreu em 2 etapas: na primeira etapa, as 60 plantas foram submetidas ao
estresse por um periodo total de 30 dias e no final desse periodo 30 plantas (3 de cada
tratamento) foram coletadas para realizacdo das analises bioquimicas e de crescimento. As
plantas que restaram, foram submetidas a um maior tempo de exposi¢cao ao metal. No entanto,
antes da continuidade das aplicagbes de Pb, as plantas permaneceram 3 semanas sem
exposicdo ao estresse, sendo irrigadas apenas com agua. Apos esse intervalo, as 30 plantas
restantes foram submetidas novamente aos tratamentos por mais 30 dias, ou seja, a segunda
etapa foi constituida de 30 plantas que permaneceram 60 dias de estresse pelo metal. Na
primeira etapa, as plantas formam expostas a solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon
modificada com acetato de chumbo no intervalo de 4 dias e na segunda fase, foram
submetidas a exposicdo ao Pb diariamente. No final do experimento, as plantas foram
coletadas para andlise. A solugdo nutritiva utilizada foi a de Hoagland e Arnon (1950),
modificada seguindo os respectivos tratamentos (Quadro 1), segundo a metodologia utilizada
por (SILVA et al., 2013).
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Quadro 1 - Volume utilizado da Solugdo estoque (mL) para compor 1L de solucéo nutritiva modificada com as
respectivas doses de chumbo.

Solucéo Final (ml) da Solucéo “"Stock /L

Doses de Chumbo (mg L?)

Solugdo Estoque (concentragdo mol L) 0 51,8 103,6 207,2 4144
w Dihidrogenofosfato de Potassio (KH2PO4) 2 2 2 2 2
g £ 4w
g 'S Nitrato de Calcio Ca(NOs), (1M) 10 10 10 10 10
1§~ g Sulfato de Magnésio (MgSO.) (1M) 4 4 4 4 4
UB) g Nitrato de Potassio (KNO3) (1M) 10 10 10 10 10
P
Acido Bérico (1M) 1 1 1 1 1
e é Cloreto de Manganés (1M) 1 1 1 1 1
® 'g Sulfato de Zinco (1M) 1 1 1 1 1
g’“ § Sulfato de Cobre (1M) 1 1 1 1 1
8 S "Molibdato de Amdnio (1M) 1 1 1 1 1
2 Cloreto de Ferro (1M) 1 1 1 1 1
Acetato de Chumbo (PbCH3COO). 3H20 0 0,5 1 2 4
EDTA 0,1 mol L (T6 & T10) 1 1 1 1 1

Fonte: Adaptado de Silva, et al. 2013.

3.3 Tratamentos

Durante o experimento as plantas foram submetidas a solucdo nutritiva de Hoagland
e Arnon (1950) modificada com chumbo. O metal pesado empregado foi puro para analise
(P.A.) sendo o acetato de chumbo trihidratado [Pb(CH3COQ)2.3H.0], a fonte de Pb. O agente

-1
quelatizante utilizado foi 0o EDTA, aplicado na concentracédo de 0,1 mol L .

Os tratamentos avaliados foram:
Tratamento 1 (T1): solucédo nutritiva de Hoagland sem EDTA,;
Tratamento 2 (T2): solucdo nutritiva de Hoagland e 51,8 mg L de Pb sem EDTA,;
Tratamento 3 (T3): solugdo nutritiva de Hoagland e 103,6 mg Lde Pb sem EDTA,
Tratamento 4 (T4): solugdo nutritiva de Hoagland e 207,2 mg L de Pb sem EDTA,;
Tratamento 5 (Ts): solucdo nutritiva de Hoagland e 414,4 mg L de Pb sem EDTA;
Tratamento 6 (Ts): solucdo nutritiva de Hoagland com EDTA,;
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Tratamento 7 (T7): solucdo nutritiva de Hoagland e 51,8 mg L de Pb com EDTA;
Tratamento 8 (Ts): solugdo nutritiva de Hoagland e 103,6 mg L de Pb com EDTA,;
Tratamento 9 (To): solugdo nutritiva de Hoagland e 207,2 mg L de Pb com EDTA,;
Tratamento 10 (T10): solucéo nutritiva de Hoagland e 414,4 mg L™* de Pb com EDTA.

3.4 Analises de Crescimento

Trés plantas de cada tratamento foram avaliadas semanalmente, ao longo do
experimento. Para tanto, foi medido o comprimento do maior ramo, expresso em centimetros
(cm), o qual foi obtido com auxilio de uma fita métrica.

Aos 30 e 60 dias ap6s o estresse (DAE) foram realizadas coletas para obtencdo de
massa seca das partes aérea e radicular. Assim, ap0s a coleta, as plantas foram lavadas para
remocdo do substrato e em seguida, parte aérea e raiz foram individualmente colocados em
sacos de papel tipo kraft e postos a secar em estufa de circulagcdo forcada de ar a 70 °C até
massa constante. Em seguida foi registrado individualmente o peso (em gramas) da parte
aerea e raiz de cada tratamento, em balanca analitica de preciséo.

O teor relativo de agua (TRA) foi obtido segundo a metodologia de Costa (2010)
com modificagdes. Com auxilio de uma tesoura de poda, trés folhas foram retiradas (entre a 42
e 10 folha) a partir do apice do maior ramo. As folhas frescas foram pesadas para
determinacdo do peso fresco (Pf) e em seguida foram colocados em placa de Petri forrada
com papel de filtro embebida com 3mL de agua destilada, onde permaneceram por 24 horas
no escuro em BOD. Apos esse periodo as folhas foram novamente pesadas para determinacéo
do peso turgido (Pt) e em seguida, foram inseridas em papel tipo kraft e submetidas a 70°C
em estufa até atingir peso constante, para obtencdo do peso seco (Ps). O Teor Relativo de
Agua (TRA) foi calculado conforme descrito por Costa (2010) utilizando a Equagéo 1:

TRA (%) = (Pf B PS/Pt _ Ps) x100 Equacdo 1
Onde,
TRA (%) = Teor Relativo de Agua em porcentagem.
Pf = Peso fresco em gramas.
Ps = Peso Seco em gramas.

Pt = Peso tdrgido em gramas.
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3.5 Extragdo e quantificacéo de clorofila a, b e totais, carotendides, proteinas totais e
carboidratos sollveis totais nas folhas de B. maritima

A extracdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, totais e carotendides) foram
realizados conforme descrito por Hiscox & Tsraelstam (1979) com modifica¢Ges. Para essas
analises, utilizou-se 100 mg de material vegetal fresco, o qual foi posto em tubo de ensaio
envolto com papel aluminio, sendo adicionados a esses, 5ml de Dimetilsulféxido (DMSO).
Os tubos foram agitados por 24h utilizando um agitador e em seguida, as amostras foram
analisadas imediatamente, com a transferéncia do material para uma cubeta, e posterior leitura
no espectrofotdmetro. Os calculos para quantificacdo da clorofila a (Ca) (Equacéo 2), clorofila
b (Cv) (Equacdo 3), clorofila total (Ca+b) (Equacdo 4) e carotendides (Cx+c) (Equacado 5) foram
realizados de acordo com Lichtenthaler (1987). A partir das absorbéncias obtidas foram
calculados os respectivos valores de carotenoides (470 nm), clorofila a (663 nm), clorofila b
(645 nm), clorofila total e razdo clorofila a/b, expressas em pg por mL de extrato, sendo

posteriormente convertidos em pg g MF utilizando a equagéo 6.

C, = (12,7A¢e3 — 2,69A445) Equacéo 2
Cb = (22, 9A645 —4, 68A663) Equaqéo 3
Ca+b = (7, 05A663 + 18, 09A64-5) Equagéo 4

Cric = (10004470 — 1,90Chl, — 63,14Chl,)/214  Equacio 5

C(pg L™H xv(mL)
M(g)

C(ug g~ MF) = Equagdo 6
Onde,

Ca = Concentragéo de Clorofila aem pg L™

Cb = Concentragéo de Corofila b em pg L™.

C a+b = Concentragdo de Clorofila Total em pg L™

C x+c = Concentragdo de Carotendides em pg L™

Assz = Absorbancia 663 nm.
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Asss = Absorbancia 645 nm.

As70 = Absorbancia 470 nm.

C (ug g~ MF) = Concentracdo em pg g Matéria fresca.
C(ug L) = Concentragdo em pg L™,

V(mL) = Volume do extrato (mL)

M = massa (em gramas)

A extracdo de carboidratos solUveis totais foi realizada conforme descrito por Dubois
(1956) com modificagdes. Primeiramente, 0,3 g da matéria fresca de folhas foi macerado em
gral de porcelana juntamente com 4 mL de etanol a 80%. O extrato resultante foi transferido
para tubo de ensaio e em seguida, as amostras foram submetidas a temperatura de 60 °C em
banho-maria durante 30 minutos. ApGs aquecimento, as amostras permaneceram em repouso
sob temperatura ambiente e posteriormente 3 mL da amostra foram transferidos para tubos
eppendorf para centrifugacdo a uma temperatura de 4 °C a 1.180g, por 30 minutos. Apds a
centrifugacdo, 1000uL do sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio identificados e
em cada tubo foram adicionados 1 mL de cloroférmio e 1mL de &dgua deionizada, deixando a
mistura em repouso durante 1 hora, para obtencdo da separacdo de fases. Em outro tubo de
ensaio, foram transferidos 0,2 mL da fase aquosa obtida, e adicionado 1,8mL de &gua
deionizada. Dessa solucdo, retirou 0,5 mL que foram transferidos para outro tubo de ensaio,
no qual foi adicionado 0,5 mL de fenol (5%) e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Em
seguida, as amostras foram agitadas em vortex e submetidas a leitura em espectrofotémetro a
485 nm para obtencdo da absorbancia da solucdo. Para a quantificacdo de carboidratos foi
utilizado o espectrofotdometro Bell SP2000. Os calculos para quantificacdo de carboidratos
soliiveis totais foram posteriormente convertidos em pg g MF (equagdo 6). A curva de
calibracéo foi realizada a partir de uma solugéo aquosa de glicose a uma concentracdo de 100
mg/100 mL (Apéndice A, Figura 8).

A extracdo de Proteinas totais foi realizado conforme descrito por Stefanuto (2002) e
para tanto, utilizou-se 500 mg de material vegetal fresco (folhas), o qual foi macerado em gral
de porcelana com 4 mL da solugdo de extracdo, constituida de 4mL de tampao tris-HCI, 1,6
mL de 2-mercaptaetanol; 6,4 mL de Dodecil sulfato de sodio (SDS-10%), 6,4 mL de glicerol;
3,2 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO), 1g de Polivinilpirrolidona (PVP); 10,4 mL de agua
deionizada a pH 6,8. Ap6s maceracdo, 0 material vegetal foi transferido para tubos de ensaio,

onde permaneceram em repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura
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foi aquecida em banho-maria até ferver e em seguida, as amostras permaneceram em repouso
a temperatura ambiente por 3 minutos para resfriamento. Logo apds o resfriamento, as
amostras contidas nos tubos de ensaio, foram transferidas para eppendorfs, e centrifugadas a
rotacdo de 2.582 g por 300 s, obtendo dessa forma, o extrato bruto. A quantificacdo dos teores
de proteinas totais nas amostras foi determinada adicionando-se 0,05 mL da amostra a 4,5 mL
de solugdo de Coomassie Brilliant Blue, sendo em seguida efetuada a leitura em
espectrofotdbmetro a 595nm. Os célculos para quantificacdo de proteinas totais foram
posteriormente convertidos em pg g de matéria fresca (equagdo 6). A curva analitica de
calibracdo foi realizada por albumina bovina (BSA), com solu¢do padrdo 100 mg/50 mL
(Apéndice A, Figura 9).

3.6 Digestdo umida em forno de microondas

O tecido vegetal foi digerido com HNO3 65% em vaso de Teflon fechado, por ser um
material que ndo absorve a energia de microondas e que resiste aos acidos oxidantes a quente
(EMBRAPA, 2009). Foram determinados nesse trabalho utilizando esse método de digestao:
P (fésforo) e Pb (chumbo).

As amostras de tecido vegetal seco (folhas e raizes) foram maceradas em gral de
porcelana. Em seguida, foram adicionados em frascos confeccionados em Politetrafluoretileno
(PTFE), 500 mg (com precisdo de 1 mg) do material vegetal seco (raizes e folhas) com 20 mL
de &gua deionizada + 6 mL de acido nitrico (HNO3z 65%) + 2 mL Perdxido de Hidrogénio
(H205) 30% (EMBRAPA, 2009).

As amostras de solo foram secas em estufa a 70°C, e ap6s seco, o solo foi peneirado
em peneira com 2,0 mm de abertura de malha. Em seguida, foram transferidos para frascos
confeccionados em Politetrafluoretileno (PTFE), 500mg de solo seco e peneirado, com 20 mL
de 4gua deionizada + 6 mL de acido nitrico (HNO3 65%) e 2 mL de &cido cloridrico (HCI
30%) (EMBRAPA, 2009).

Os frascos fechados foram inseridos no rotor do aparelho de microondas de digestédo
acida (Milestone, ETHOS ONE). As condigdes de digestdo em microondas foram: 10 minutos
de rampa (aquecimento); manutencdo da temperatura em 150°C (15 minutos), sob poténcia de
1400 W, e resfriamento por 20 minutos, até temperatura ambiente. Apds a digestdo, as
amostras foram transferidas para baldo volumétrico de 100 mL e o volume final completado
com agua destilada. Posteriormente, as amostras digeridas foram transferidas para recipientes

plasticos com tampa para posterior andlise.
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3.7 Determinacao de Fésforo (P)

Para determinacdo de Fosforo (P) foi utilizado o método Amarelo-de-vanadato,
método pelo qual o anion HPO4 reage com MoO4* e VOs?, em meio &cido, formando um
complexo de coloragcdo amarela que absorve a luz na regido de 420nm (EMBRAPA, 2009).
Para isso, as amostras foram preparadas utilizando 1 mL da amostra (extrato de digestdo
Umida em microondas) + 4 mL de agua deionizada + 2 mL do reativo de molibdato vanadato
de amonio. Em seguida, as amostras ficaram em repouso por 10 minutos e foi realizado a
leitura no espectrofotbmetro UV-VIS = 420nm (EMBRAPA, 2009). Para a curva de
calibragdo de fosforo (P) utilizou-se a solucdo padréo de P, a partir da solugdo de 1000 mg L*
(Apéndice A, Figura 10).

Os resultados obtidos em mg L™ de P foram transformados em g Kg* de matéria seca

(Equacdo 7):

C(gKgh=C(mgL?Yx0,2 Equacéo 7
Onde,
C(g Kg™) = Concentragéo do fosforo em g Kg*

C(mg L) = Concentracéo do fésforo em mg L™

3.8 Determinacéo do Chumbo

Para as folhas, aliquotas das amostras digeridas (8 mL) foram misturadas com 2 mL
de EDTA a 5 mol/L e 0,5 mL de hidroxido de s6dio a 15 mol/L. Para solos e raizes ndo
houve a necessidade da adi¢cdo de EDTA e da alcalinizacdo, conforme Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (EATON et al., 2005).

O chumbo foi determinado por espectrometria de absor¢do atémica em forno de
grafite (GFAAS) (Varian, SpectrAA 50), utilizando uma lampada de catodo oco (HCL) com
linha de ressonancia 217 nm, fenda 1,0 nm e uma chama estequiométrica de ar-acetileno para
as folhas e acetileno/ 6xido nitroso para as raizes e solo. Como padrdo de calibracdo foi
utilizada solugéo estoque de Pb 1000 mg L* (Apéndice A, Figura 11). Os resultados obtidos
foram expressos em mg kg (Equagio 8).

[mgKg' =mgLlxLKg™! Equacéo 8
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Onde:

mg kg!: concentracio em mg kg do extrato lixiviado ou solubilizado, considerando a
diluicdo dos contaminantes;

mg L concentragdo em mg L™ do extrato lixiviado ou solubilizado;

L kg*: relagdo entre volume do extrato lixiviado ou solubilizado e a massa da amostra usada

no ensaio de lixiviagdo ou solubilizagéo.

3.9 Fator de Translocacéo (FT) e Fator de Bioacumulagéo (FB)

O fator de translocacdo (FT) indica a eficiéncia da planta de translocar metais
pesados da raiz & parte aérea, e o fator de bioacumulacdo (FB) indica a eficiéncia de uma
planta em extrair metais pesados a partir do solo, acumulando em seus tecidos (ALI;
NASEER; SAJAD, 2012). Assim, essas duas variaveis foram estimadas utilizando a Equacéo
9 e Equagéo 10, respectivamente (REZVANI; ZAEFARIAN, 2011).

__ CPbparte aérea ~
FT = CPbrats Equacéo 9

FB = CPb planta (folha+raiz)
- CPb no solo

Equacéo 10

Onde,
FT = Fator de Translocacao
FB = Fator de Bioacumulagéo

CPb= Concentragdo de chumbo em mg Kg*
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3.10 Andlises Estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 5 x
2 (Cinco doses de Pb x presenca e auséncia de EDTA) em 6 repeti¢es, sendo cada repeticéo
representada por uma planta, totalizando 60 unidades experimentais. As amostras foram
submetidas a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia pelo software Assistat® versédo 7.7.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Avaliacéo do crescimento

4.1.1 Altura (ALT) e Teor Relativo de Agua (TRA)

As plantas em estudo apresentaram crescimento vigoroso, sem sintomas visuais de
toxicidade, sob doses crescentes de Pb (Figura 7). O mesmo néo foi observado nos estudos de
Romeiro e colaboradores (2007), que verificaram nas doses de 200 e 400 pmol L de Pb
(acetato de Pb) em hidroponia, clorose e posterior necrose nas folhas mais velhas de feijédo-de-
porco e, em alguns casos, a queda do 6rgdo. De acordo com o autor, 0 excesso de chumbo
causa uma variedade de sintomas de toxicidade em vegetais, tais como: reducdo de
crescimento, clorose e escurecimento do sistema radicular. E importante ressaltar que as doses
que causaram sintomas no trabalho realizado com feijdo-de-porco, foram equivalentes as

maiores doses testadas no presente trabalho e estas ndo induziram toxicidade na B. maritima.

Figura 7 - Espécie Batis maritima em diferentes estadios de desenvolvimento, sob concentracdes
crescentes de Pb aplicados separadamente ao solo. (A) uma semana apds aplicacdo da solugdo nutritiva

modificada, (B) 60 dias apés aplicacdo do metal.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.
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A altura (ALT) das plantas analisadas ndo apresentou diferenca significativa entre 0s
tratamentos avaliados nem aos 30 e nem aos 60 dias (Tabela 3), comprovando que o Pb nas
doses testadas, ndo afetou o crescimento em altura das plantas. Almeida et al. (2008), também
demonstraram que o crescimento em altura das plantas de feijao-de-porco expostas ao Pb por
27 dias ndo diferiram estatisticamente, porém foram observados sintomas de fitotoxicidade
nas raizes. Ja Silva et al. (2013), verificaram variacdo de altura nas plantas de girassol e isso
foi demonstrado através de um comportamento linear decrescente da altura em funcdo do
aumento das doses de Pb e a dose que promoveu maior reducio foi 414,4 mg L™ de Pb. Alves
et al. (2008), também observaram reducgdes lineares em trés espécies (jureminha, vetiver e

algaroba), ap6s 27 dias em solugdo nutritiva com 50, 100 e 200 mg L de Pb.

Tabela 3- Médias e desvios padrfes das alturas de plantas de B. maritima em (cm) com e sem EDTA e diferentes
doses de chumbo (Pb) e 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg LY)

Quelante Total
0 51,8 103,6 207,2 414,4
Sem EDTA 61,8+7.3 (ns) 74,6+21,0 (ns) 59+14,8 (ns) 59,5+13.4 (ns) 74+15,0 (ns) 65,8 (a)
30dias  comEDTA 60,2+7.8 (ns) 60,5¢8,3 (Ns)  65,7£12,5 (ns) 67,9£14,5 (ns) 74+7,3 (ns) 65,7 (a)
Total 61,0 (A) 67,5 (A) 62,4 (A) 63,7 (A) 74,0 (A)

Sem EDTA 168,8+23,7 (ns)  155,8+¢10,2 (ns)  163,8+22,1 (ns) 157,8+17,7 (ns) 162,2+14,7 (ns) 161,7 (a)
60 dias Com EDTA 156,5+13,2 (ns)  142,2+15,2 (ns)  152,6+15,0 (ns) 151,3+2,08 (ns) 127,9+64,8 (ns) 146,1 (a)

Total 162,7 (A) 149,0 (A) 158,2 (A) 154,6 (A) 1451 (A)

C.V% 30 dias = 19,6. C.V% 60 dias = 16,59. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

A variacdo do teor relativo de agua (TRA), que estima a quantidade de agua
armazenada nas folhas, ndo houve diferenga estatistica a 5% de probabilidade entre os
tratamentos, ou seja, as plantas submetidas ao estresse causado pela exposi¢do ao metal,
durante 30 dias, apresentaram média de 73,72% ( Tabela 4). Assim, mesmo nas condi¢cdes de
estresse causado pelo metal pesado, a planta manteve o nivel de agua ideal para realizacéo das
suas atividades metabdlicas, mesmo aos 60 dias, os valores de TRA, sem e com EDTA
(Tabela 4), ndo apresentaram diferengas significativas. Esses resultados sdo diferentes dos
apresentados por Sridhar et al (2005), os quais observaram uma diminuicdo significativa do
teor relativo de agua em plantas de mostarda indiana (Brassica juncea) em plantas tratadas
com zinco e cadmio. Sendo assim, o metal pode interferir no processo de expansao e no teor

relativo de agua das células (GOMES et al., 2011). A influéncia do Pb no balan¢o hidrico
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deve-se ao fato do metal se ligar as proteinas dos canais de agua e ions causando obstrucdo
fisica do fluxo de &gua, promovendo alteracdo no balanco hidrico da planta (SHARMA e
DUBEY, 2005).

Tabela 4 - Médias e desvios padrdes de teor relativo de agua (%) em plantas de B. maritima com e sem EDTA e
diferentes doses de chumbo em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L™

Quelante Total
0 51,8 103,6 207,2 4144

Sem EDTA 73,2449 (ns) 759827 (ns)  72,9452(ns)  712:71(ns) 71,152 (ns) 729 (a)

30dias com EDTA  725£2,0 (ns) 67,1406 (ns)  756£33(ns)  794#23(ns)  77.742.2 (ns) 745 (a)
Total 729 (A) 715 (A) 743 (A) 753 (A) 744 (A)

Sem EDTA  49,8+7,3 (ns) 63,8%3,6 (ns) 77,4£13,3 (ns) 46,2+15,6 (ns) 52,3%17,2 (ns) 57,9 (a)

60dias  com EDTA  57,8+18,0 (ns) 4954223 (ns)  44.9+202(ns)  538+34(ns)  41+10,6 (ns) 49.4 (a)
Total 53,8 (A) 56,6 (A) 61,2 (A) 50,0 (A) 46,6 (A)

C.V % 30 dias= 6,89. C.V% 60 dias = 27,31. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014).

4.1.2 Producéao de Matéria Seca

A matéria seca da parte aérea nas plantas aos 30 e 60 dias de aplicacdo de doses de
Pb ndo foi afetada, ou seja, ndo houve diferenca significativa a nivel de 5%, entre o0s
tratamentos com e sem EDTA e entre as doses testadas (Tabela 5). O maior tempo de estresse,
maior dose de Pb e uso de quelante, ndo foram suficiente para comprometer a producdo da
biomassa vegetal, demonstrando que o Pb afetou pouco a producdo de matéria seca da parte
aérea, nao havendo assim, grande impacto desse metal no desenvolvimento das plantas,
evidenciando a possibilidade do uso de B. maritima como fitoextratora. Em experimento com
plantas de feijdo-de-porco, 0 aumento das doses de Pb no solo ndo teve influéncia sobre a
producdo da massa de matéria seca da parte aérea de plantas de feijdo-de-porco, uma vez que
a dose do agente quelante (1,66 mmol kg de EDTA dissddico) que foi adicionada néo foi
suficiente para solubilizar o metal (SANTOS et al., 2012).

Tabela 5 - Médias e desvios padrdes de matéria seca da parte aérea (g) de plantas de B. maritima com e sem
EDTA e diferentes doses de chumbo durante 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L) Total

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

30dias  SEMEDTA  40,147,0 (ns) 53,7+16,5 (ns) 39,5+4.4 (ns) 43,0+26,2 (ns) 40,1+16,2 (ns) 43,0 (a)

ComEDTA  34,3+8,9 (ns) 39+10,4 (ns) 49,4+16,1 (ns) 43,5127 (ns) 45,8+45 4 (ns) 42,4 (a)
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Total 37,1 (A) 458 (A) 44,5 (A) 432 (A) 43,0 (A)
Sem EDTA 110,194 (ns) 99,4+10,0 (ns) 954+109 (ns) 88,1234 (ns) 100,5¢19,6 (ns) 98,7 (a)
60dias  comEDTA 10894141 (ns) 86,8435/ (ns) 81,8+257 (ns)  100,8+189(ns)  60,3%17,5 (ns) 87,7 (a)
Total 109,5 (A) 93,1 (A) 88,6 (A) 94,5 (A) 80,4 (A)

C.V% 30 dias= 33,29. C.V% 60 dias= 21,52. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

Quanto a producdo de matéria seca da raiz, as plantas submetidas ao Pb durante 30
dias, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos aplicados, porém, a
producdo de matéria seca foi, significativamente diferente a 5%, nos tratamentos com
crescentes doses de Pb na presenca de EDTA, quando submetidas a 60 dias de exposi¢do ao
metal (Tabela 6). Nos tratamentos com EDTA, as diferentes doses de Pb (51,8; 103, 6; 207,2;
414,4 mg L), induziu uma menor producdo de matéria seca de raiz comparadas as plantas
testemunhas, apresentando uma menor média total sob a dose 103,6 mg L™* de Pb. Em estudos
com plantas de cenoura e couve, 0 Pb promoveu reducéo significativa na producao de matéria
seca das raizes da cenoura, em respostas as doses crescentes de Pb aplicados no solo, onde a
maior dose avaliada (200 mg Kg™) proporcionou menor producio de matéria seca. Porém,
para o couve, o Pb ndo promoveu efeito negativo na producdo de biomassa de nenhum 6rgédo
da planta (LIMA et al, 2013). A reducdo da matéria seca pode ser atribuida a diminui¢do de
calcio nas extremidades das raizes, o que leva a uma reducdo na divisdo ou alongamento
celular (ROMEIRO et al., 2006).

Tabela 6 - Médias e desvios padrdes de matéria seca de raizes (g) de plantas de B. maritima com e sem EDTA e
diferentes doses de chumbo em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L?)

Quelante Total
0 51,8 103,6 207,2 4144
Sem EDTA  29,9+9,8 (ns) 14,1+5,4 (ns) 14,1+8,8 (ns) 19,6+10,0 (ns) 15,8+7,7 (ns) 18,7 (a)
30 dias Com EDTA  16,7+8,4 (ns) 14,3£3,2 (ns) 22,548,4 (ns) 10,1£3,6 (ns) 19,5+8,2 (ns) 16,6 (a)
Total 23,3 (A) 14,2 (A) 18,3 (A) 14,8 (A) 17,7 (A)
Sem EDTA  38,6+1,5 (bA) 50,4+6,8 (aA) 34,374 (aA) 36+11,1 (aA) 38,8+7,4 (aA) 39,6 (a)

60dias  comEDTA  51,9:38(aA)  23,9+38(bB)  252+27(aB) 37,7480 (aAB)  349:91(aAB) 347 (a)

Total 453 (A) 37,1 (AB) 29,8 (B) 36,9 (AB) 36,8 (AB)
C.V% 30 dias= 43,75. C.V% 60 dias= 18,79. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014).
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4.2 Analises Bioguimicas

4.2.1 Clorofila a, b e totais e carotendides

Como principal pigmento responsavel pela captacdo da energia luminosa, a clorofila,
é frequentemente utilizada como um indicador do efeito dos estresses ambientais em plantas
(TAIZ; ZEIGER, 2013). As plantas quando submetidas a ambientes contaminados por metais
pesados, apresentam uma série de distarbios fisiolégicos e nutricionais, dentre eles, baixas
concentracOes de clorofilas, carotendides e proteinas, comparadas com plantas nao estressadas
por metais (ROSSI, 2007).

A determinacdo de clorofila a, b, totais, em B. maritima L. submetidas a diferentes
doses de Pb, com e sem EDTA, permitiu investigar o estresse da planta ao metal. A interacédo
entre as diferentes doses de Pb com e sem EDTA durante 30 e 60 dias de tratamentos, néo
apresentaram diferencas significativas a nivel de 5% de probabilidade em clorofila a (Tabela
7), clorofila b (Tabela 8), clorofila totais (Tabela 9). No entanto, a média total de clorofila a
em plantas de B. maritima, apresentou diferenca significativa, na auséncia e presenca de
EDTA. A auséncia do quelante induziu uma menor concentracdo de clorofila a, nas plantas
aos 60 dias de aplicagdo (Tabela 7). Rossi (2007), também verificou que os teores de clorofila
a em plantas de leguminosas ndo variaram significativamente com as doses de Cadmio (Cd)

aplicadas em plantas de feijao-de-porco.

Tabela 7 - Médias e desvios padrdes de clorofila a em (ug g MF) de plantas de B. maritima com e sem EDTA
e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L™)

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

Sem EDTA 13769,9+7710,9 (ns) 16002,8+8465,7 (ns)  17808+5476,8 (ns)  14684+4107,2 (ns) 15592,6+5715,2 (ns) 155715 (a)

30dias com EDTA 11429,2+4152,1 (ns) 16398,1:6073,3 (ns) 12253,32534,3 (ns) 15208417743 (ns) 1730932995 (ns)  14519,6 (a)

Total 12599 5(A) 162004 (A) 15030 (A) 14946,2 (A) 16450,8 (A)

Sem EDTA  26438,36890,6 (ns) 26671,8+7275,4(ns) 32642,6+10335,8(ns) 31262,2+8848,5(ns)  26861,1+8409,5(ns)  28775,2 (b)
60dias comEDTA  24974+6803,5(ns)  32677,4+2646,8(ns) 38752,1+11260,1(ns) 40379,9+4399,0(ns) 36715,3+5397,1(ns)  34699,8 (a)

Total 25706,1 (A) 29674,6(A) 35697,4 (A) 35821,0 (A) 31788,2 (A)

C.V% 30 dias = 35,50. C.V% 60 dias= 24,10. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).
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O teor de clorofila b, com e sem EDTA, durante 30 e 60 dias (Tabela 8) também néo
apresentaram diferencas significativas. Diante dos resultados obtidos dos pigmentos
fotossintéticos, a presenca de Pb nas doses avaliadas ndo desencadeou uma inibicdo da
enzima envolvida na via de sintese das clorofilas, ou seja, o0 aparato fotossintético das plantas
de B. maritima ndo foi afetado. Os resultados obtidos no presente trabalho contradizem
Hossain et al. (2012), os quais afirmam que niveis elevados de metais pesados podem
influenciar a fotossintese, devido seu efeito direto sobre o aparelho fotossintético,
substituindo Mg na clorofila a interferindo dessa forma, em sua sintese.

Tabela 8 - Médias e desvios padrdes de clorofila b em (ug g MF) em plantas de B. maritima com e sem EDTA
e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L?)

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

Total

Sem EDTA  3976,2+4407,8 (ns) 5932,4+4797,1 (ns) 4275,7+4139,2 (ns)  4367,3+185,1 (ns) 3399,11+1132,3 (ns) 4390,1 (a)
30 dias Com EDTA 1620,4+1251,4 (ns) 3458,5+2457,2 (ns) 3676,8+531,2 (ns) 48814411614 (ns)  2332+1619,7 (ns)  3193,8 (a)

Total 2798,3(A) 46955 (A) 3976,3 (A) 4624.4 (A) 2865,5 (A)

Sem EDTA 34910,1+1967,9(ns) 36024,6+3897,7(ns) 35282,9+2767,3(ns) 37209,4+5413,4(ns) 36716,1£3337,4(ns)  36028,6 (a)
60 dias COMEDTA 35936,7+4491,0(ns) ~ 39125+2830,7(ns)  38678,9+4081,5(ns) 36420,4+5376,8(ns) 38868,7+3832,6(ns) 378059 (a)

Total 354234 (A) 375748 (A) 36980,9 (A) 36814,9 (A) 37792,4 (A)

C.V% 30 dias =71,13. C.V% 60 dias= 10,69. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

VariacOes nos teores de clorofila total ndo foram observadas no nosso trabalho nem
aos 30 e nem aos 60 dias, pois sob estresse por Pb, com e sem EDTA, as concentracGes de
clorofilas totais foram semelhantes (Tabela 9). Rossi (2007), verificou diminuicéo do teor de
clorofila total em plantas de feijdo-de-porco com o aumento da concentragdo de Cadmio (Cd)
em solucéo.

Tabela 9 - Médias e desvios padrdes de clorofila totais em (ug g MF) em plantas de B. maritima com e sem
EDTA e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L™)

Quelante Total
0 51,8 103,6 207,2 414,4
30 E%‘?“A 17742,1+12100,3(ns)  21929,8+13194,0(ns)  22078,9+9100,6(ns)  19046,9+4285,9(ns)  18987,6+4646,6(ns)  19957,1 (a)
dias ECDOP A 13047+4962,4(ns) 19852,4+8527,2(ns)  15926,4+2313,9(ns)  20085,1+2101,0(ns)  19637,1+3910,7(ns)  17709,6 (a)
Total 15394,5 (A) 20891,1 (A) 19002,7 (A) 19566,0 (A) 19312,3 (A)
Sem
60 EDTA 61328+8855,7 (ns)  62675,4+11135,1(ns)  67904+12897,3 (ns) 68449,4+13812,2 (ns) 63556+11346,1 (ns)  64782,6 (a)
dias Com
EDTA 60890,2+10572,4 (ns) 71779,1+4850,2 (ns) 77406,9+15331,8 (ns) 76776,9+£7010,0 (ns)  75560,1+5413,0 (ns)  72482,6 (a)

Total 61109,1 (A) 67227,3 (A) 72655,4(A) 72613,1 (A) 69558,1 (A)
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C.V% 30 dias = 39,92. C.V% 60 dias= 15,54. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014).

Os carotendides tanto podem atuar na manutencdo do mecanismo de dissipacdo do
excesso de energia luminosa como atuar como agentes antioxidantes protegendo os lipidios de
membrana do estresse oxidativo (SACRAMENTO et al., 2014). Com relacdo aos valores
médios totais de carotendides em plantas de B. maritima L. (Tabela 10), submetidas a 60 dias
de estresse ao metal, houve diferenca significativa apenas entre o controle e a dose de 103,6
mg L, as demais concentragGes avaliadas desse pigmento ndo diferiram estatisticamente nem
do controle e nem do T3 (equivalente a 103,6 mg L™ ). De acordo com Santos et al. (2011b),
foram observados danos no sistema fotossintético das plantas de Brachiaria decumbens apo6s

contaminacdo com Cd e Zn, principalmente pela reducdo nos niveis de clorofila e b-caroteno.

Tabela 10 - Médias e desvios padrdes de carotendides em (Ug g™ MF) em plantas de B. Maritima com e sem
EDTA e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L) Total

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

Sem EDTA  4421+1638,7 (ns)  4431,6+2221,3(ns)  5548,1+1426,4(ns) 4379+760,6(ns) 4706,9+1573,9(ns)  4697,3 (a)
60 dias Com EDTA 3491,2+1149,2(ns) 5484,4+1602,0(ns)  3459,3+711,0(ns)  4257,4+574,1(ns)  5549,8+818,7(ns) 44484 (a)

Total 3956,1 (A) 4958,0 (A) 45037 (A) 43182 (A) 5128,4 (A)

Sem EDTA  7241,6+1716,7 (ns) 6957,5+1611,8 (ns) 9067,5+2662,5 (ns)  7999,6+1910,1 (ns) 7204,9+27257 (ns) 7694,26 (a)
30dias Com EDTA 4966,2:934.2 (ns) 8420,8+433.8 (ns) 10811,8+4018,2 (ns) 10847,3+1837,2 (ns) 9361,1+1154,3 (ns) 8881,48 (a)

Total 6103,9 (B) 7689,2 (AB) 9939,7 (A) 94234 (AB) 8283,0 (AB)

C.V% 30 dias =29,42 . C.V% 60 dias= 25,77. (ns)=ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014).

4.2.2 Proteinas e Carboidratos

A exposicdo das plantas a niveis toxicos de metais pesados desencadeia uma gama de
alteracdes fisioldgicas e metabdlicas, exemplo disso, é o desencadeamento da liberacdo de
proteinas de tilacoides (HOSSAIN et al., 2012) e formacgdo de peptidios ricos em grupos
tidicos, como Fitoquelatinas e Metalotioneinas (SANTOS et al., 2011b), sintetizadas a partir
de mecanismos para restringir o excesso de metais pesados.

Proteinas totais de plantas de B. maritima submetidas ao estresse por Pb, nédo
apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% entre os tratamentos durante o periodo

experimental (Tabela 11). De acordo, Mendes et al. (2011) o acimulo de proteinas de baixa
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massa molar podem ser usadas como fonte de armazenamento de nitrogénio que seriam

mobilizados para diminuicdo do estresse nas plantas.

Tabela 11 - Médias e desvios padrdes de proteinas totais em (ug g MF) em plantas de B. maritima com e sem
EDTA e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L%
0 51,8 103,6 207,2 414,4
Sem EDTA 18,6+4,0 (ns) 21,6+£3,0(ns) 20,2+2,1 (ns) 23,1+2,0(ns) 21,5+2,0(ns) 21,0 (a)
30 dias ComEDTA 20,2+2,3 (ns) 24,2+4,0(ns) 19,9+2,0 (ns) 19,6%2,1(ns) 21,6+0,9(ns) 21,2 (a)
Total 19,4 (A) 23,0 (A) 20,1 (A) 21,4 (A) 21,5 (A)
Sem EDTA 12040,7 (ns)  120,6+2,0 (ns) 123,4+3,0 (ns) 119+0,6 (ns) 121,545,0 (ns) 120,9 (a)
60 dias Com EDTA 119,9+3,3 (ns) 117,4+9,4 (ns) 125,7+3,7 (ns) 123+2,6 (ns) 121,3+0,6 (ns) 121,5 (a)
Total 119,9 (A) 119,0 (A) 124,6 (A) 121,0 (A) 121,4 (A)

Total

Quelante

C.V% 30 dias= 12,43. C.V% 60 dias= 3,32. (ns)= ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

A sintese de solutos organicos, como carboidratos, por exemplo, restabelece o
equilibrio osmotico celular, devido ao excesso de sais no meio externo (MUNNS et al., 2002).
Os resultados de carboidratos solUveis totais ndo diferem estatisticamente entre si (Tabela 12),
durante 30 e 60 dias de aplicacdo dos tratamentos. Portanto, acredita-se que as doses de Pb
testadas ndo foram demasiadamente elevadas para causar um aumento na sintese de
carboidratos na planta. Em estudos utilizando 0,8 mM de Pb foi diagnosticado um aumento de
72% nos teores destes compostos nas folhas de plantas de girassol, pois a presenca do chumbo
na solucdo nutritiva altera a concentragdo dos principais grupos de solutos organicos
celulares, causando alteragdes metabdlicas em virtude da presenca deste metal pesado na
célula (ABREU et al., 2014a). Entdo, plantas de B. maritima sob as doses de Pb avaliadas, aos
30 e 60 dias permaneceram sem grandes alteracbes no que diz respeito aos niveis de

carboidratos .

Tabela 12 - Médias e desvios padrdes de carboidratos soltveis totais em (ug g MF) em plantas de B. maritima
com e sem EDTA e diferentes doses de chumbo (Pb) em 30 e 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L™) Total

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

Sem EDTA  7874,9+1846,8 (ns) 7168,7+42017,6 (ns) 6822,6+4307,3 (ns) 9941,9+4458,0 (ns) 10360,3+1616,8 (ns) 8433,7 (a)
30dias Com EDTA 8384,4+1562,6 (ns) 6544,1+3397,5 (ns) 8206,9+5083,3 (ns)  8923+4547,0 (ns)  9321,7+2735,9 (ns)  8276,0 (a)

Total 8129,7 (A) 6856,4 (A) 7514,7 (A) 94325 (A) 9841,0 (A)

Sem EDTA  6909+1688,6 (ns) 5312,4+2057,1 (ns)  8431+1636,8 (ns)  6996,5+492,4 (ns)  9445,2+1110,1 (ns) 74188 (a)
60 dias Com EDTA 6821,5¢1772,4 (ns) 7216,1#4332,1 (ns) 8612,1+1041,4 (ns) 6940,8+1669,0 (ns) 6640,4+992,7 (ns)  7246,2 (a)
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Total 6865,3 (A) 6264,3 (A) 85215 (A) 6968,7 (A) 8042,8 (A)

C.V% 30 dias= 40,85. C.V% 60 dias= 27,64 . (ns)= ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

4.3 Concentracao de fosforo (P) e Chumbo (Pb)

O fésforo compde as células vegetais, incluindo fosfato-aglcares (intermediarios da
respiracao e fotossintese), como também os fosfolipideos (compdem as membranas vegetais)
(ABREU et al., 2014b). Tem sido demonstrado que altas concentracdes de Pb no solo podem
desequilibrar os teores de nutrientes minerais nas plantas (Sharma e Dubey 2005). Neste
trabalho, as plantas apresentaram concentracdes de fosforo com média de 3,1 e 3,4 mg Kg*
por matéria seca, sem e com EDTA, respectivamente, sendo assim, ndo houve diferenga
estatistica ao nivel de 5% de probabilidade entre os tratamentos (Tabela 13). Plantas de
girassol tratadas com 0,6 mM de Pb ndo apresentaram decréscimo na sua concentracdo de
fésforo (ABREU et al., 2014b). Outros estudos com presenca de Pb em solucdo nutritiva
induziram ao aumento linear do teor de P em plantas de tomate, esse aumento no teor de P
pode ser explicado pela precipitacdo do fosforo na forma de fosfato de chumbo, pela
facilidade de combinagdo do Pb?* com anions H,PO™, forma predominante de absor¢éo do P
(BERTOLI et al. 2011).

Tabela 13 - Médias e desvios padrbes de fosforo em plantas de B. maritima.

Doses de Chumbo (mg LY
0 51,8 103,6 207,2 4144

Total

Quelante

Sem EDTA 2,4+0,2 (ns) 3,5+0,9 (ns) 3,440,9 (ns) 2,9+0,3 (ns) 3,4+0,6 (ns) 3,1 (a)
ComEDTA 3,2+1,0 (ns) 2,7+0,5(ns) 3,4+0,6 (ns) 4,0+0,6 (ns) 3,8+1,2 (ns) 3,4 (a)

Total 2,8 (A) 3,1 (A) 3,4 (A) 35 (A) 3,6 (A)

C.V% =23,12. (ns)= ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na
linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

Apos 60 dias de exposicdo a diferentes tratamentos, o nivel de Pb das plantas de B.
maritima ndo diferiu estatisticamente entre si (Tabela 14). As plantas submetidas as doses
414,2 mg L™ com EDTA resultou em 245,7 mg Kg* do metal na matéria seca vegetal. Os

resultados obtidos foram semelhantemente ao de Batista (2013), o qual detectou concentracdo
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de 250,80 mg kg* de Pb na biomassa aérea de vetiver. De acordo com LAKE (1987) o nivel
fitotoxico para o Pb esté estabelecido entre 35-400 mg kg, no entanto, apesar uso de valores
nessa faixa, a espécie ndo apresentou sintomas de fitotoxidade.

As concentracdes de Pb nas raizes das plantas, no entanto, apresentaram-se
estatisticamente diferentes (Tabela 14). As doses de 103,6 e 414,4 mg L com EDTA,
promoveram um maior acumulo de Pb na raiz. Esses resultados evidenciam que o EDTA
favoreceu o aumento na concentracao de chumbo nas raizes das plantas. A retencdo de Pb em
raizes envolve a ligacdo a parede celular e precipitacdo extracelular, principalmente sob a
forma de carbonato de chumbo, que € depositado na parede da célula (ROMEIRO et al.,
2006). Segundo, Gabos (2008), existe a maior mobilidade de metais nas plantas, quando estas
sdo submetidas a aplicacdo de EDTA no solo. No entanto, os valores de Pb nas raizes foram
inferiores ao encontrado na parte aérea, 0 que nos leva a crer que a absorcdo de Pb pelas
raizes ndo restringiu a translocacao do metal para regido superior do vegetal. Por outro lado,
Alves et al. (2008), verificaram que nas plantas de Vetiver, Jureminha e Algaroba o Pb se
acumulou mais nas raizes das plantas, sendo a vetiver a planta que acumulou maior
quantidade de Pb (14.706 mg kg™) na dose de 200 mg L™ submetida.

Tabela 14 - Médias e desvios padrdes de chumbo em parte aérea e raizes de plantas (mg Kg*) de B. maritima
com e sem EDTA e diferentes doses de Pb ap6s 60 dias.

Doses de Chumbo (mg L) Total

Quelante
0 51,8 103,6 207,2 4144

Sem EDTA  218,5+57,0 (ns) 236,1+17,5(ns)  172,0+26,5(ns) 256,2+15,8 (ns) 217,6+54,3(ns)  220,1 (a)

Folhas Com EDTA 178,1+30,7(ns)  236,9+14,6 (ns) 219+88,6(ns)  226,4+58,2(ns)  245,7+38,3 (ns) 221,3 (a)
Total 198,3 (A) 236,5 (A) 195,7 (A) 241,3 (A) 231,7 (A)

Sem EDTA 87,7+20,1 (aAB) 97,1+19,3 (aA) 47,5£11,0 (bB) 79,0£10,1 (aAB) 83,7£23,2 (aAB) 79,0 (a)

Raizes Com EDTA 76,3+28,4 (aAB) 78,3159 (aAB) 101,8+8,1 (aA) 52,2+34,1(aB)  101,1#3,0 (aA) 82,0 (a)
Total 82,0 (A) 87,7 (A) 74,7 (A) 65,6 (A) 92,4 (A)

C.V% P.A.= 20,93. C.V% Raizes= 24,38. (ns) = ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014).

4.3.3 Fator de Translocacéo (FT) e Fator de Bioacumulacgéao (FB)

Espécies tolerantes nem sempre sdo hiperacumuladoras, além do metal na planta, séo
utilizados outros fatores que avaliam o comportamento do metal na mesma, como o Fator de

Translocacdo (FT) e Fator de Bioacumulacao (FB).
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O fator de translocacdo demonstra a eficiéncia da planta em transportar um elemento
da raiz para a parte aérea, enquanto que o fator de bioacumulacéo avalia a eficiéncia da planta
em acumular o metal em relacdo a concentracao do solo (SHEORAN et al., 2011).

Sabe-se que em muitas espécies de plantas, dentre as quais o tomateiro, o chumbo
acumula-se preferencialmente nas raizes, tendo baixa translocacdo para a parte aérea
(BERTOLI et al., 2011). Nesse trabalho, o fator de translocagdo ndo apresentou diferenca
significativa a nivel de 5% de probabilidade (Tabela 15). Os resultados também mostraram
que fator de translocacdo de Pb foi maior que um, evidenciando assim a caracteristica
fitoextratora dessa espécie ao metal pesado. O mesmo foi apresentado em estudos com a
espécie Aeluropus littoralis que mostrou uma translocacdo incremental de Cd para seus
brotos, quando expostas ao Cd em solo, indicando um grande desempenho desta planta para
fitoextracdo Cd (REZVANI; ZAEFARIAN, 2011).

Tabela 15 - Médias e desvios padrdes do fator de translocagdo de chumbo em plantas de B. maritima.

Doses de Chumbo (mg L)
0 51,8 103,6 207,2 414,4

Total

Quelante

Sem EDTA 2,6+£1,3 (ns) 2,4+0,4 (ns) 3,610,4 (ns) 3,2+0,5 (ns) 2,7+1,1 (ns) 2,9 (a)
Com EDTA 2,7+1,6 (ns) 3,0+0,5(ns) 2,1+0,8 (ns) 6,6+6,1 (ns) 2,4+0,3 (ns) 3,4 (a)

Total 2,7 (A) 2,7 (A) 2,8 (A) 4.9 (A) 2,5 (A)

C.V% = 66,46. (ns) = ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula
na linha ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

No fator de bioacumulacdo, observou-se diferenca significativa a nivel de 5% de
probabilidade na interacdo entre as doses de Pb utilizadas e o uso do quelante (Tabela 16). O
melhor resultado foi encontrado na presenca de EDTA na dose de Pb (103 mg L), com FB
igual a 5,1, diferindo das plantas testemunhas, no entanto, a menor acumulacdo de Pb
acontece na mesma dose, sem EDTA, apesar disso, os resultados mantiveram maiores que 1.
Rezvani e Zaefarian (2011), confirmam a caracteristica de hiperacumula¢do da planta quando
ambos os fatores de translocacdo e bioacumulacdo sdo maiores que 1. Nesse estudo, a espécie
apresenta valores maiores que 1, tanto para o Fator de Translocacdo como para o de Fator de
Bioacumulacgéo, caracterizando a Batis maritima como planta hiperacumuladora de Pb. Em
estudo com plantas da espécie Trifolium alexandrinum, o fator de bioacumulagdo de 1,544,
classifica a espécie utilizada em programas de fitorremediacdo (ALI; NASEER; SAJAD,
2012).
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Tabela 16 - Médias e desvios padrdes do fator de bioacumulagcdo de chumbo em plantas de B. maritima.

Doses de Chumbo (mg L?)
0 51,8 103,6 207,2 4144
SemEDTA 3,2+0,4 (aABC) 4,420,4 (aA) 1,9+0,3 (bC) 4,2+0,1 (aAB) 2,8+0,5 (aBC) 3,3 (a)
ComEDTA  2,60,2 (aB) 3,7+0,3 (aAB) 5,115 (aA) 2,8+0,7 (bB) 3,3+0,3 (aB) 3,5 (a)
Total 2,9 (A) 4,1 (A) 3,5 (A) 3,5 (A) 3,1 (A)

Total

Quelante

C.V% = 18,38. (ns) = ndo significativo. As médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maidscula
na linha nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

5.0 CONCLUSAO

o Batis maritima L. ndo apresentou sintomas de toxidez ao chumbo. Associado a
isso, houve manutencéo do crescimento, do Teor Relativo de Agua, da matéria seca de parte
aérea e raiz, que é fator fundamental para sua utilizacdo como agente fitorremediador;

o O uso do metal nédo interferiu na sintese de clorofila a, b, totais, proteinas totais
e carboidratos;

o Nas condicOes do trabalho, a Batis maritima é uma planta com potencial
fitoextrator de Pb, apresentando valores de FT>1. A maior eficiéncia de bioacumulagao foi
sob a dose de 103,6 mg L de Pb com EDTA, devido a solubilizaco facilitada do metal pelo
uso do quelante;

o A espécie tem caracteristica hiperacumuladora, uma vez que o fator de
translocacdo e bioacumulacdo foram maiores que 1, segundo literatura (REZVANI,
ZAEFARIAN (2011)).
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APENDICE A — Curvas padrdes utilizadas para determinag&o bioquimica e minerais.

Figura 8 - Curva padrdo para carboidratos sollveis totais.
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Fonte: Autoria Propria (2014).

Figura 9 - Curva Padréo de Proteinas Totais.
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Figura 10 - Curva Padrao de Fésforo.
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Figura 11 - Curva Padrdo de Chumbo.
1 y=0,0057x + 0,0004
R?=0,9994
T T T 1
0 10 20 30 40

66



ANEXOS

67



ANEXO A

68

Tabela 17 - Faixas de Concentracfes de metais pesados em fertilizantes fosfatados.

Produto Cd

Ni Cu Zn

Fertilizantes

Fosfatados 0,1-170

7-30 1-300 50 - 1450

Fonte: BERTON (1992).

Tabela 18 - Concentracdo média dos nutrientes minerais na matéria seca suficientes para um adequado

desenvolvimento das plantas.

Elementos

Concentracao da Matéria

Seca

K moles/g

Mo
Cu
Zn
Mn

0,001
0,1
0,3

1
2
2
3
30
60
80
126
250
1000

Fonte: EPSTEIN (1975).
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