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RESUMO

GILBERTI, Livia H. Potencial para o uso de Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae) na fitorremediacdo de areas contaminadas por arsénio. 2012. 68p.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Vegetal). Universidade Federal de Minas Gerais,
BeloHorizonte, MG, Brasil.

O arsénio (As) é um elemento abundante na crosta terrestre e encontra-se
normalmente em concentracéo inferior a 10 mg.kg™ em solos ndo contaminados. A
ocorréncia antropogénica do arsénio se da principalmente pelas atividades mineradoras.
Devido a sua elevada toxicidade a contaminacdo do solo, 4guas e a toda comunidade
bioldgica, sua contaminacdo caracteriza-se como um problema ambiental grave que
necessita do uso de técnicas de remediacdo. Na busca por tecnologias eficientes, de
baixo custo e de simples execugéo, cresce o interesse pelo uso de plantas capazes de
remover ou diminuir a disponibilidade deste elemento no ambiente, técnica esta,
denominada fitorremediacdo. Neste contexto, para identificar espécies potencialmente
aptas a restauracdo de areas contaminadas, este estudo utilizou a espécie Baccharis
dracunculifolia como modelo, objetivando-se avaliar (1) o grau de resisténcia de B.
dracunculifolia ao As; (2) caracterizar os mecanismos de resisténcia e sensibilidade
envolvidos e assim avaliar o potencial desta espécie como fitorremediadora de areas
contaminadas com As. Os experimentos foram realizados em laboratério e casa de
vegetacdo, na Universidade Federal de Minas Gerais. Os tratamentos consistiram na
aplicacdo de uma solucdo de As na forma de arseniato de sddio, sob as seguintes
concentracdes: 0, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mg.L™. Este estudo foi desenvolvido em duas
etapas. Na primeira, foram conduzidos experimentos de germinacdo com sementes de B.
dracunculifolia para avaliacdo da influéncia do As, em diferentes concentragdes, na
germinacdo e nas fases iniciais de desenvolvimento das plantulas. Na segunda parte do
estudo, plantas foram mantidas em potes individuais, com substrato contendo areia,
solo, vermiculita e matéria organica e foram submetidas as mesmas concentracdes de
arsénio. Apos 60 dias de cultivo nas concentracGes de As, as plantas foram colhidas
para determinacdo do peso da matéria seca e do contetdo de As nas raizes, caule e
folhas. Os fatores de bioacumulacdo (FBA) e de transferéncia (FT) foram utilizados
para auxiliar na caracterizacdo das respostas das plantas ao As. Os resultados

demonstraram que nos estagios iniciais de desenvolvimento, as plantulas de B.

Vi



dracunculifolia apresentam sensibilidade em concentracGes elevadas de arsénio. Nas
plantas crescidas, apesar de terem apresentado alguns sintomas de toxicidade, reducao
de crescimento e alteragdo do estado nutricional, os resultados indicam que a espécie
conseguiu sobreviver a niveis muito altos de As no solo, demonstrando apresentar
mecanismos de resisténcia/tolerancia ao elemento. Mais estudos devem ser realizados
com esta espécie a fim de se entender melhor os mecanismos de tolerdncia envolvidos
para que assim B. dracunculifolia possa ser incluida como candidata em técnicas de

fitorremediacao.

Palavras-chave: arsénio, contaminacdo, fitorremediacdo, biomassa, germinacéo,

tolerancia.
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ABSTRACT

GILBERTI, Livia H. The potential of Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae) for
the phytoremediation of arsenic contaminated areas. 2012. 68p. Dissertation (Master
degree on Plant Biology). Universidade Federal de Minas Gerais, BeloHorizonte, MG,
Brazil.

Arsenic (As) is ubiquitous in the environment under the concentrations of 10 mg kg™ in
non-contaminated soil. The occurrence of anthropogenic arsenic is mainly due to
mining activities. As arsenic is highly toxic to soil, water and all biological community,
As contamination is a serious environmental problem that requires the use of
remediation techniques. On the search for efficient, low cost and simple techniques,
plants have been tested for their ability to remove or reduce the availability of this
element in the environment. Such technique is called phytoremediation. In this context,
to identify potentially suitable species for restoration of contaminated areas, this study
used the species Baccharis dracunculifolia as a model, aiming to evaluate (1) the degree
of resistance of B. dracunculifolia to the As, and (2) characterize the mechanisms of
resistance and sensitivity involved, thus evaluating the potential of this species for
phytoremediation. Plant and soil samples were collected from four areas in Nova Lima,
Minas Gerais that have histories of arsenic pollution from mine tailings. Experiments
were conducted in a greenhouse at the Universidade Federal de Minas Gerais. The
treatments consisted of the application of doses of arsenic as sodium arsenate state
(Na,HAsO, .7H,0). B. dracunculifolia individuals were subjected to the following
concentrations: 0, 5, 10, 25, 50, 100 and 200 mg L™As. This study was conducted in two
stages. In the first stage, seed germination experiments were conducted to evaluate the
influence of different concentrations of As on the germination and early development of
seedlings. In the second stage, plants were kept in individual pots with substrate
containing sand, soil, vermiculite and organic matter and subjected to the same
concentrations of arsenic. After 60 days, the plants were harvested and the dry matter
and the contents of As in leaves, steams and roots were determined. The factors of
bioacumulation (FBA) and transference of arsenic for the aerial part (FT) helped
characterizing the responses of the plants to As. The results showed that in the early
stages of seedling development, B. dracunculifolia shows sensitivity to high

concentrations of arsenic. The results indicated that the species survived to very high

viii



levels of As in soil, demonstrating resistance/tolerance mechanisms to the element,
although plants grown in As contaminated soils presented some symptoms of toxicity,
reduced growth and changes in nutritional status. More studies should be performed
with this species in order to better understand the tolerance mechanisms involved, so
that B. dracunculifolia could be included as a candidate for techniques of

phytoremediation.

Key words: arsenic, contamination, phytoremedition, biomass, germination, tolerance.



INTRODUGCAO GERAL

O arsénio (As) € um semimetal traco presente basicamente em todos o0s
ambientes (Liu et al. 2005). Ele se apresenta em quatro estados de oxidacgéo: -1l1, O, +I11
ou +V, ocorrendo no ambiente principalmente nas formas inorgénicas, arsenito (Aslll) e
arsenato (AsV), e nas formas organicas como acido monometilarsénico (MMA), acido
dimetilarsinico (DMA) e oxido trimetilarsina (TMAsO) (WHO 2001). Naturalmente o
elemento é introduzido na natureza a partir de erupc¢des vulcéanicas e pelo intemperismo
das rochas (Zhao et al. 2010), ocorrendo na agua, solo, ar e nos organismos (Tripathi et
al. 2006). Em condic¢6es naturais, a concentracdo média global de As no solo encontra-
se em torno de 7,5 mg.kg™ (Deschamps & Matschullat 2007), embora os valores variem
consideravelmente entre os paises. Nas aguas, as concentracGes sdo bastante variaveis.
Na agua do mar, as concentracdes médias compreendem entre 1 e 2 pg.L™ em 4guas
subterraneas, entre 1 e 10 pg.L™ (WHO 2001).

Apesar da sua ocorréncia natural na biosfera, diversas atividades antropicas tém
acelerado o processo de liberacdo deste elemento na natureza. O As é utilizado
principalmente na fabricagdo de herbicidas, inseticidas e conservantes de madeira
(WHO 2001, Zhao et al. 2010) mas industrias de fabricacdo de vidro, ligas, eletrdnicos,
aditivos alimentares e produtos quimicos veterindrios também o incluem em sua
fabricacdo (Gontijo & Bittencourt 2005). Todavia, rejeitos de opera¢Ges de mineragédo
constituem fontes substanciais de As, pois expdem este elemento a &gua e ao ar,
solubilizando-o. Desta forma o arsénio pode atingir aguas e solo contribuindo para sua

contaminacéo.

Em Minas Gerais, a regido do Quadrilatero Ferrifero é considerada como uma
das mais mineralizadas do mundo, e por isto, 0s metais e semimetais associados ao seu
minério vém sendo historicamente liberados para o solo e cursos d’agua que drenam a
regido (Daus et al. 2005, Deschamps & Matschullat 2007). A concentracdo de arsénio
nesta regido pode variar entre 6 e 4.500 mg.kg™ no solo, porém em éreas de depésitos
de rejeitos de mineragdo esta concentracdo pode chegar a mais de 20.000 mg.kg™
(Deschamps & Matschullat 2007). Em aguas superficiais e subterrdnea ja foram
encontrados concentracdo de As com aproximadamente 350 pg.L™As (Borba et al.

2004) sendo portanto, um valor superior a0 maximo permitido para consumo humano.
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A Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization - WHO) estabelece em

10 pg.L™ o limite maximo de As em &gua potével.

A contaminagdo por As é bastante significativa do ponto de vista ambiental
sendo necessario a avaliacdo do seu risco através da sua biodisponibilidade no ambiente
(Meharg & Hartley-Whitaker 2002). Fatores como capacidade de troca catiénica, pH,
potencial redox, matéria organica, argila, 6xidos metélicos, contetido de agua, exudatos
radiculares e atividade microbiana podem afetar a disponibilidade do elemento no solo
(Bhattacharya & Jacks 2002, Deschamps & Matschullat 2007).

As consequéncias para a saude humana pela exposicdo cronica ao arsénio
incluem indmeras mudangas em nivel molecular, pois 0 As pode interromper a
expressdao de diversos genes, prejudicar o processo de divisdo celular ou inibir
mecanismos de reparo do DNA. Ha uma forte associacdo entre o As e varias doencas
humanas como o aumento do risco de varias formas de cancer (principalmente na pele,
pulmao, préstata e bexiga), numerosos efeitos patoldgicos, tais como hiperpigmentagéo
da pele, doencas gastro-intestinais, cardiovasculares, hematolédgicas, pulmonares,
reprodutivas e neuroldgicas (WHO 2001, Rodrigues & Malafaia 2008). De acordo com
o National Research Council (NRC 1999), a intoxicacdo crénica por As € responsavel

por milhares de mortes no mundo.

Embora se faca necessaria a descontaminacdo, as técnicas disponiveis para a
remediacdo de solos contaminados com metais e metal6ides apresentam custo elevado,
destroem a paisagem natural e, ainda, podem afetar a salde de pessoas diretamente
envolvidas no processo (Jadia & Fulekar 2009). Neste contexto, na busca por outras
técnicas de baixo custo e mais simples de serem executadas, a fitorremediacdo surge
como uma estratégia alternativa para restauracdo de ambientes poluidos por arsénio
(Gonzalez & Gonzélez-Chavez 2006, Kranner & Colville 2010). Esta técnica consiste
na utilizagdo de plantas capazes de remover ou diminuir a disponibilidade destes
elementos no ambiente (Nascimento & Xing 2006).

Plantas que crescem proximas a areas de mineracdo podem desenvolver
mecanismos que lhes permitem sobreviver mesmo na presencga de altas concentracOes
de metais que sdo tdxicos para a maioria delas (Baker 1987, Gonzalez & Gonzélez-
Chéavez 2006). As chamadas plantas metalofilas formam as comunidades vegetais

capazes de tolerar ou absorver metais pesados, estocando-0s em seus tecidos (Whiting
2



et al. 2004). Plantas que conseguem sobreviver em solos com altas concentracfes de
metais, porém sdo comumente mais encontradas em solos ndo metalicos, sdo chamadas
de pseudometaldfitas; enquanto as eumetalofitas, sdo normalmente endémicas de areas
metaliferas, por isto apresentam mecanismos bem desenvolvidos de resisténcia e
tolerancia (Whiting et al. 2004, Jacobi & Carmo 2008). A maioria das metaldfilas
apresentam mecanismos que restringem o translocamento dos metais para a parte aérea,
concentrando-0s nas suas raizes, caracterizado como mecanismo de exclusdo (Baker
1987). Porém ha espécies que sdo capazes de absorver concentragdes muito elevadas de
metais e estoca-los nas partes aéreas, chamadas portanto, de hiperacumuladoras
(Haridasan 1987, Whiting et al. 2004, Whiting et al. 2005, Gonzalez & Gonzalez-
Chéavez 2006). Ja foram identificadas 45 familias de plantas hiperacumuladoras de
metais pesados, entre elas, Brassicaceae, Fabaceae, Asteraceae e Lamiaceae (Jadia &
Fulekar 2009). Todavia, até hoje foram encontradas poucas espécies hiperacumuladoras

de As, sendo quase todas, pteridéfitas (Zhao et al. 2010).

N&o obstante o impacto do arsénio no ambiente e salde humana, no Brasil, ainda
ha poucos estudos sobre o efeito do arsénio nas plantas. Apesar dos recentes avangos de
uso de espécies nativas na restauracdo ambiental, os érgdos ambientais e fiscalizadores
ndo tem acompanhado com a mesma velocidade o desenvolvimento cientifico e por isto
estas espécies ndo tem sido utilizadas. Diante do quadro crescente de contaminacgéo por
este elemento, é de vital importancia ampliar o conhecimento atual de modo a
identificar espécies potencialmente aptas a restauracdo de areas contaminadas com altas
concentracfes de metais e metalGides, principalmente para aquelas para as quais ja se

tem um bom conhecimento cientifico acumulado, como para Baccharis dracunculifolia.

Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) coloniza areas de rejeito de mineragéo e
foi encontrada em abundancia em area ricas em arsénio nas proximidades de areas
mineradas em Nova Lima. A espécie é uma planta nativa e colonizadora de ambientes
perturbados, possui alta capacidade de crescimento natural e ampla distribuicdo em
bidtopos sujeitos a varios graus de distdrbios antropicos e de poluicdo atmosférica,
tornando-se portanto, candidata interessante em projetos de recuperacdo de solos

contaminados (Barroso 1976, Espirito Santo et al. 2003, Fagundes et al. 2005).

Os objetivos gerais deste estudo foram: estudar o comportamento germinativo de

sementes de B. dracunculifolia na presenca de As; avaliar alteracfes no crescimento

3



desta espécie na presenca de As; investigar mecanismos de resisténcia e tolerancia,

assim como o potencial fitorremediador desta espécie.
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CAPITULO |

EFEITOS DO ARSENIO NA GERMINAGCAO E PLANTULAS DE Baccharis
dracunculifolia DC (ASTERACEAE)



Capitulo I - Efeitos do arsénio na germinacao e plantulas de Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae)

RESUMO

O arsénio (As) € um metaldide de grande interesse ambiental devido as suas
caracteristicas toxica e carcinogénica. Em altas concentracfes o As é tdxico para
maioria das plantas, pois interfere em processos metabdlicos inibindo seu crescimento e
desenvolvimento. A germinacdo e estabelecimento de plantulas sdo as fases mais
sensiveis a presenca do contaminante. Este estudo foi conduzido em laboratorio para
determinacdo dos efeitos tdxicos do arsénio na germinagdo de sementes e no estagio
inicial de desenvolvimento de plantulas de Baccharis dracunculifolia. Foram feitas 8
repeticdes de 25 sementes por tratamento. Os tratamentos consistiram de uma solugéo
de arseniato de sédio (Na;HAsO,4.7H,0), nas concentragdes de: 0, 5, 10, 25, 50, 100 e
200 mg.L™ As. Foram avaliados os seguintes indices de germinagdo: taxa de
germinabilidade, tempo médio de germinacdo, indice de velocidade de emissdo da
radicula e indice de sincronizacdo. Ao final de 30 dias foram analisados o0s
comprimentos (mm) das raizes primarias e parte aérea de todas as plantulas e
determinado a massa seca (mg) destes Orgdos. A taxa de germinacdo de B.
dracunculifolia diminiuiu significativamente. Enquanto 93% das sementes do grupo
controle germinaram, apenas 45% das sementes do tratamento com 200 mg.L™ As
germinaram. O TMG das sementes do grupo controle foi de 3 dias e dos tratamentos
com 50, 100 e 200 mg.L™ As foi de 5 dias. IVE também foi afetado pelo arsénio.
Quanto maior a concentracdo de arsénio, menor foi o indice de velocidade. Ndo foi
possivel estabelecer uma co-relacdo entre a concentracdo de arsénio e a sincronia de
germinacdo das sementes. O crescimento das plantulas em todos os tratamentos foi
afetado, com reducéo significativa de biomassa. No tratamento com 200 mg.L™ As, as
plantulas morreram ap6s 7 dias em contato com a solucdo de arsénio. Plantulas de
Baccharis dracunculifolia apresentam grande sensibilidade ao As nos estagios iniciais
de desenvolvimento, principalmente em concentracdes acima de 100 mg.L™"As. Apesar
de forte pressdo seletiva, esta espécie deve ser investigada detalhadamente para se
entender como a longevidade das sementes e plantas sdo afetadas pelos metais pesados.

ABSTRACT

Arsenic (As) is a metalloid of great environmental interest due to its toxic and
carcinogenic characteristics. At high concentrations, it is toxic to most plants, because it
interferes in  the metabolic  processes, inhibiting their growth and
development. Germination and seedling establishment phases are more sensitive to the
presence of this contaminant. This study was conducted in laboratory in order to
determine the toxic effects of arsenic on seed germination and early development of
seedlings of Baccharis dracunculifolia. Eight replicates of 25 seeds per treatment were
made. Treatments consisted of a solution of sodium arsenate (Na;HAsO,4.7H,0) on the
concentrations of 0, 5, 10, 25, 50, 100 and 200 mg. L™As. The following germination
measurements: germinability, mean germination time (MGT), emergence velocity index
(EVI) and synchrony of the germination process were evaluated. After 30 days, seedling
growth (shoot and root length, fresh weight of shoot and root) were analyzed. The
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germination rate of B. dracunculifolia decreased significantly. While 93% of the seeds
germinated in the control group, only 45% of the seeds on the 200 mg L™As treatment
germinated. The MGT of control group was 3 days and seeds on the treatments with 50,
100 and 200 mg L™As took 5 days. EVI has also been affected by arsenic. The higher
the concentration of arsenic, the lower was the rate of speed. it was not possible to
establish a correlation between the concentration of arsenic and synchrony of the
germination process.. The growth of seedlings in all treatments was affected, with
significant reduction of biomass. The seedlings on the treatment of 200 mg L™As died
after 7 days in the solution of arsenic. Baccharis dracunculifolia seedlings showed great
sensitivity to As on the early stages of development, especially at concentrations above
100 mg L™As. Despite strong selective pressure, this species should be investigated in
detail to understand how the longevity of seeds and plants are affected by heavy metals.

INTRODUCAO

O arsénio (As) € um ndo-metal, encontrado em todos os ambientes naturais,
associado principalmente, a sulfatos minerais. Apesar de representar o Vigésimo
elemento mais abundante na crosta terrestre, o arsénio (As) é um dos elementos mais
toxicos do planeta (WHO 2001). A insercdo de arsénio nos ambientes terrestres e
aquaticos ocorre através de processos geologicos naturais e também pelas atividades
antropicas, especialmente a mineracdo. Devido a sua elevada toxicidade a saude
humana e a toda comunidade bioldgica, a contaminagdo do solo, cursos d‘agua e lengol
fredtico por As é um problema ambiental grave que necessita de efetiva solucéo
tecnoldgica (WHO 2001, Ferreccio & Sancha 2006, Zhao et al. 2010).

Este metaldide ndo é um elemento essencial para as plantas, porém algumas
espécies podem absorver arsénio pelas raizes, via transportadores de fosfato, na forma
de arsenato (AsV) ou através de aquagliceroporinas, na forma de arsenito (Aslll)
(Meharg & Hartley-Whitaker 2002, Tripathi et al. 2006, Zhao et al. 2008). O arsenato é
a forma predominante na natureza, visto que o arsenito é facilmente oxidado pelo

oxigénio atmosférico (Meharg & Hartkey-Whitaker 2002).

O arsénio é altamente toxico para a maioria das plantas, pois inibe processos
vitais como a fosforilacdo oxidativa, diminuindo assim a producdo de adenosina
trifosfato (ATP) e também inibe a absorcao de fosforo. Em elevadas concentragdes pode
interferir nos processos metabdlicos, impedindo o crescimento ou até causando a morte
da planta (Meharg & Hartley-Whitaker 2002, Zhao et al. 2008). O arsénio pode causar

estresse oxidativo, pois promove a geracdo de especies reativas de oxigénio,
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danificando proteinas, aminoacidos e acidos nucléicos e assim, interrompem 0s
mecanismos de defesa da planta. Além disto, o arsénio acumulado nos tecidos das
plantas pode estimular a atividade da enzima peroxidase durante as fases iniciais de

desenvolvimento da planta (Mascher et al. 2002, Bhattacharya et al. 2011).

A sensibilidade e toxicidade de metais e metaldides nas plantas séo
influenciados ndo apenas pela concentracdo e pelas formas tdxicas mas também pelo
estagio de vida ou processo ontogenético da planta (germinacao, estabelecimento da
plantula e crescimento vegetativo). A germinacgéo e estabelecimento de plantulas séo as
fases mais sensiveis a presenca do contaminante, pois seus mecanismos de defesa ainda
ndo estdo plenamente desenvolvidos (Liu et al. 2005, Bhattacharya et al. 2011). A
germinacdo de sementes € por sua vez, 0 estagio mais critico para o sucesso do
estabelecimento da plantula, pois determina tanto a distribuicdo das espécies como sua
abundancia nas comunidades vegetais (Garcia et al. 2006, Talukdar 2011). Embora o
tegumento confira protecdo das sementes ao estresse causado pelo metal presente, o
mesmo se torna mais permeavel durante a germinacdo (Li et al. 2005). A germinagdo
das sementes é afetada pelos metais de duas maneiras: primeiramente devido a propria
toxicidade do metal e segundo porque o metal provoca inibicdo da absorcdo de agua
(Kranner & Colville, 2010). Desta forma, a capacidade de uma semente germinar em
meio contendo arsénio pode indicar o nivel de tolerancia a este metal (Akinci & Akinci
2010, Bhattacharya et al. 2011).

Plantas que crescem em &reas contaminadas podem desenvolver mecanismos de
tolerancia ou podem ainda absorver estes metais armazenando-os em seus tecidos
(Baker 1987). E neste contexto que o estudo para utilizacdo de sementes de plantas
acumuladoras ou hiperacumuladoras de metais nos processos de fitorremediacdo se
torna interessante, pois permite a compreensdo dos fatores limitantes para o
estabelecimento, sobrevivéncia e regeneracdo das areas contaminadas. As técnicas de
restauracdo ambiental de areas contaminadas pelo arsénio dependem do sucesso da
germinacdo e estabelecimento de plantulas, portanto informagdes sobre estas fases séo
fundamentais para atingir o sucesso destes programas. Neste estudo, objetivou-se
estudar o comportamento germinativo de sementes de Baccharis dracunculifolia assim

como os efeitos no crescimento das plantulas, na presenca de arsénio, aplicado sob a
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forma de arsenato, em diferentes concentracdes, a fim de se avaliar pela primeira vez os

efeitos fitotoxicos deste elemento nesta espécie fitorremediadora potencial.

Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) coloniza areas de rejeito de mineragéo e
foi encontrada em abundéncia em &rea ricas em arsénio nas proximidades de areas
mineradas em Nova Lima, MG, Brasil. B. dracunculifolia é nativa da América do Sul e
colonizadora de ambientes perturbados, possui alta capacidade de crescimento natural e
ampla distribuicdo em bidtopos sujeitos a varios graus de distdrbios antrépicos e de
poluicdo atmosférica, tornando-se portanto, candidata interessante em projetos de
recuperacdo de solos contaminados (Gomes & Fernandes 2002, Espirito Santo et al.
2003, Fagundes et al. 2005).

Para compreender o comportamento da germinacdo de sementes de B.
dracunculifolia na presenga de arsénio, foram utilizados neste estudo as medidas de
germinabilidade, o indice de velocidade de emergéncia da radicula, o tempo médio de
germinacdo e o indice de sincronizacdo, a fim de se verificar importantes aspectos a
serem medidos durante a dindmica deste processo (Ranal & Santana 2006, Ranal et al.
2009). Além disto, foram verificados parametros de crescimento para que pudesse ser
analisada a influéncia do arsénio nos estagios iniciais de desenvolvimento das plantulas.
Estas caracteristicas sdo importantes de serem avaliadas, pois se torna possivel predizer
0 grau de sucesso e a capacidade de adaptacdo e de germinarem em ambientes de
estresse, permitindo seu recrutamento e desenvolvimento (Ranal & Santana 2006). A
hipotese norteadora deste estudo é a de que o arsénio tem efeitos negativos em todos 0s
parametros analisados, sendo estes maiores a medida que a concentracdo de arsénio

aumenta.

MATERIAL E METODOS

Selecdo da espécie e area de ocorréncia

Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae) € uma planta de porte arbustivo,
pode atingir 3m de altura, apresenta folhas alternas, espiraladas, capitulos numerosos,
campanulados (Barroso 1976, Gomes & Fernandes 2002) e é encontrada em campos

rupestres, campos de altitude, cerrado, mata atlantica, restinga e campos sulinos
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(Fagundes & Fernandes 2011). A espécie e frequentemente observada em areas
degradadas e alteradas, ocorrendo geralmente proximo a rodovias e pastos (Barroso,
1976, Espirito Santo et al. 2003, Fagundes et al. 2005, Jacobi & Carmo, 2008).

Conducéo dos experimentos

Os aquénios de Baccharis dracunculifolia foram coletados aleatoriamente de
cerca de 30 individuos em maio de 2011, na Reserva Particular Natural Vellozia,
(19°17°S, 43°35°W), localizada entre os quilémetros 106 e 108 da rodovia MG 010. A
regido é caracterizada por clima mesotérmico, com verdes chuvosos (7-8 meses) e
invernos secos (4-5 meses). A regido apresenta altitudes que variam entre 1.000 e 1.700
m, atingindo até 1.800m e onde o tipo vegetacional predominante na Serra do Cipd sao

0s campos rupestres (Madeira & Fernandes 1999).

Determinacéo dos indices de germinacéo

Os testes de germinacdo com B. dracunculifolia foram realizados logo apos a
coleta de suas sementes, em maio de 2011. O desenho experimental foi completamente
casualizado em esquema fatorial com 8 repeticbes de 25 sementes por tratamento
(Santana & Ranal 2004). As sementes foram colocadas em placas de Petri forradas com
folha dupla de papel de filtro, umedecida com solucdo de nistatina para evitar
contaminacdo por fungo (Lemos Filho et al. 1997). Os tratamentos utilizados
consistiram de uma solucdo aquosa de arsénio, aplicado na forma de arseniato de sodio
(Na;HAsO,.7H,0), nas concentragdes: 0, 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mg.L™*As. Foram
colocados 5mL de solucdo de arsénio em cada placa e no grupo controle, 5mL de agua

destilada.

Para todos os tratamentos, o experimento foi mantido em camara de germinacéo
(B.0.D, modelo 411/FPD155, Nova Etica), em temperatura constante de 20°C, sob
fotoperiodo de 12 horas (Gomes & Fernandes 2002, Brasil 2009). As sementes foram
acompanhadas em intervalos de 24 horas, sendo consideradas germinadas aquelas que
apresentaram protusao radicular (Bewley & Black 1994). Ndao houve necessidade de
testes em diferentes temperaturas ou fotoperiodo, pois estes ja foram apresentados em
Gomes & Fernandes (2002). Foram avaliados os seguintes indices de germinacdo: taxa
de germinabilidade, tempo médio de germinacdo, indice de velocidade de emissdo da

radicula e indice de sincronizagao.
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A taxa de germinabilidade (G) foi demonstrada pelo percentual de germinacgéo
de cada tratamento (Santana & Ranal 2000, Ranal et al. 2009). O tempo médio de
germinacdo (TMG) foi calculado de acordo com a seguinte formula (Tompsett &
Pritchard 1998):

k k
TMG = Z miti / Z i
i=l i=1

onde: t;: tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima observacdo (dia ou hora), n;:
nimero de sementes que germinam no tempo tj (ndo 0 numero acumulado, mas o

numero referido para a i-ésima observacao) e k: tltimo dia da observacéo.

A férmula usada para o célculo do indice de velocidade de emergéncia da
radicula (IVE) foi (Santana & Ranal 2000):

JVE no.de plantulas normais no.de plantulas normais
== . - . T oaae T = "
dias até a primeira contagem dias até a contagem final

E para calcular o indice de sincronizacdo (E), utilizou-se a formula (Santana &
Ranal 2000, Ranal et al. 2009):

k k

E= —;ﬁlﬂg: /. sendo: fi=nl Zn.-

i=l

onde: f; : freqiiéncia relativa de germinag&o, n;: nimero de sementes germinadas no dia i

e k: ultimo dia da observacao.

Determinacdo do comprimento e biomassa da parte aérea e raiz primaria nos

estagios iniciais de crescimento

Apds 25 dias de experimento, foram analisados os comprimentos (mm) das
raizes primérias e parte aérea de todas as plantulas. As mesmas foram entdo colocadas
para secar em estufa a 60°C, e assim foram determinadas a massa seca (mg) da raiz
priméaria e da parte aérea a fim de se determinar a toxicidade do arsénio nos estagios

iniciais de desenvolvimento.
Andlise estatistica

Os dados de germinabilidade foram transformados em arcoseno. Ap6s calculados todos

os indices, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e apresentadas
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as medias de cada tratamento e erro padrdo seguidos pelo Teste de Tukey (0=0,05) (Zar
1996). Quando necessario, os dados foram submetidos ao ajuste de modelos de
regressao, considerando o valor de significancia de 5%.

RESULTADOS

Efeitos do arsénio na germinacéo de sementes
A taxa de germinacdo de B. dracunculifolia diminiuiu significativamente

(p<0,001, F=47,34) a medida que a concentracdo de arsénio aumentou (Figura 1). No
grupo controle 93% das sementes germinaram. Com o acrescimento de apenas 5 mg.L™
As a germinacdo das sementes caiu 11.5%, ja demonstrando algum efeito neste processo
chave das plantas. Nas concentragdes de 10, 25, 50, 100 e 200 mg.L™ As, as quedas na
germinabilidade aumentaram, chegando a 45% a 200 mg.L™. Todos os resultados
diferiram significativamente do grupo controle (p=0,004). As maiores quedas na
germinabilidade foram entre 50 e 100 mg.L™ e entre 100 e 200 mg.L™ (Tabela 1).
Analises de regressdo polinomial indicam que 64% da variacdo da germinacédo de B.

dracunculifolia podem ser explicadas pelo aumento da concentracdo de As (Figura 1).

100
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60 +
50 +
40 -+
30 +
20 -
10 -
0 T T T 1

0 50 100 150 200

Concentragdo de As (mg/L)

y=0,0008x2- 0,2961x+ 69,387
r’=0,6411

Germinacao das sementes (%)

Figura 1: Porcentagem de germinacdo de sementes de B. dracunculifolia em diferentes
concentragdes de arsénio (n=8).

Houve uma tendéncia ao aumento do tempo médio de germinacdo das sementes
na medida em que se elevou a concentracdo de arsénio (Fig.2, Tab.1). Este valor foi
estatisticamente significativo (p<0,001, F=17,62) quando comparamos todos os
tratamentos com As e o grupo controle (Figura 2). O TMG para as sementes do grupo

controle foi de aproximadamente 3 dias enquanto nas concentracdes 5, 10 e 25 mg.L™
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As, TMG foi em torno de 4 dias, enquanto nas concentracdes 50, 100 e 200 mg.L™ As,
TMG apresentou-se em torno de 5 dias. As concentragdes de arsénio também exerceram
efeito sobre a velocidade de emergéncia da radicula (IVE). Com relacdo a este indice,
quanto maior a concentracdo de arsénio, menor foi o indice de velocidade (Fig.2,
Tab.1). No grupo controle, o IVE foi de 6,42 plantulas/dia. Nos tratamentos com 5, 10
e 25 mg.L™ As, o IVE foi de aproximadamente 4 plantulas/dia, na concentragéo de 50
mg.L™? As foi de 3 plantulas/dia e nas concentragdes 100 e 200 mg.L™ As, foi de 2

plantulas/dia.
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Figura 2: Influéncia do arsénio, em diferentes concentracGes, na germinacao de sementes de B.
dracunculifolia. (A) Tempo médio de germinacdo, (B) Indice de velocidade de emissdo da
radicula.

Né&o foi possivel estabelecer uma co-relacdo entre a concentracdo de arsénio e a

sincronia de germinacdo das sementes (Tabela 1). No grupo controle o indice de
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sincronizacéo foi em média 0,35. Nas concentracdes 5, 10, 25 e 50 mg.L™ As os indices
foram respectivamente 0,22; 0,26; 0,21 e 0,26. Na concentragdo de 100 mg.L™" As, o
indice sobe novamente para 0,33 que € um valor préximo ao do grupo controle mas na
concentracdo 200 mg.L™ As, o indice é mais baixo novamente, E=0,29. O grupo
controle foi estatisticamente diferente (p<0,05) apenas quando comparado ao tratamento
de 5mg.L™" As e ao de 50 mg.L™ As.

Tabela 1: Medidas de germinacdo (média + erro padrdo) das sementes de Baccharis
dracunculifolia. As médias seguidas pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey (p<0,05). G: Germinabilidade, TMG: Tempo médio de germinacdo, IVE:
Indice de velocidade de emissao da radicula, E: indice de sincronizacio

Cichr:tgri?f)es G (%) TMG (dias)  IVE (Plant/dia) E

0 930+223% 384+0,11°2 6,42 + 0,232 0,35+ 0,04 2
5 815+292%  479+0,18° 458+0,22°" 0,22 +0,01°
10 780+362° 484+0,10°" 427 +0,23" 0,26 + 0,02
25 735+311° 488+0,06°" 403+0,14°" 0,21 +0,02°
50 700+£200 525+0,07° 3,45+0,11 " 0,26 + 0,02
100 585+369°¢ 512+0,05°" 2,94 +0,19 0,32+0,03%®
200 450+300% 525+0,15° 221+0,13¢ 0,29 + 0,03 ®

Efeitos do arsénio nos estagios iniciais de crescimento

O arsénio exerceu efeitos negativos nos estagios iniciais de desenvolvimento das
plantulas (Figura 4). Embora 45% das sementes tenham germinado no tratamento com
200 mg.L™" de arsénio, o desenvolvimento daquelas sementes que germinaram foi
completamente inibido, e assim ndo foram registrados valores de comprimento ou
biomassa para este tratamento (Figura 5). Apds observacGes macroscopicas, foram
observados sintomas visiveis de toxicidade por arsénio, tais como amarelecimento,
necroses e morte de algumas plantulas, aproximadamente 7 dias ap6s a germinacao
(Figuras 4 e 5).
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O crescimento da parte aérea das plantulas de B. dracunculifolia diminuiu
significativamente na medida em que a concentracdo de arsénio aumentou (p<0,007;
Fig.3; Tab.2). No grupo controle, o comprimento da parte aérea foi de 4,6mm. Nos
tratamentos com 5, 10, 25, 50 e 100 mg.L™ de arsénio, os comprimentos reduziram
respectivamente 31, 53, 68, 71 e 80%.

Observou-se também diferenca significativa entre os tratamentos com relacdo a
massa seca do caule (p<0,005). A média de biomassa da parte aérea do grupo controle
foi de 1,48mg, néo diferindo estatisticamente apenas das concentragdes de 5 e 10 mg.L™
de arsénio, que foram respectivamente 1,26 e 1,24mg ou seja, com reducles de 14 e
16% da biomassa. Nas concentracées de 25, 50, 100 mg.L™, as biomassas reduziram 45,
52 e 74%, respectivamente.

Os efeitos toxicos do arsénio exerceram influéncias ainda mais negativas no
crescimento das raizes. A medida em que a concentracio de arsénio aumentou, 0
comprimento das raizes diminuiu significativamente (p<0,0007). A média de
comprimento das raizes do grupo controle foi de 13,7mm. Nos tratamentos com 5, 10,
25, 50 e 100 mg.L™* de arsénio, os comprimentos reduziram respectivamente 90, 93, 95,
96 e 97% (Tab.2, Fig.3), indicando os grandes efeitos de toxicidade deste elemento no
desenvolvimento inicial em plantulas de B. dracunculifolia.

A massa seca das raizes também diminuiu significativamente (p<0,0001) entre
os tratamentos com relacdo ao aumento dos teores de arsénio (Tab.2). Quando
comparado ao grupo controle, todos os tratamentos com arsénio reduziram
consideravelmente a biomassa da raiz. O grupo controle apresentou 7,3mg de biomassa
nas raizes e nas concentracdes 5, 10, 25, 50 e 100 mg.L™* As, apresentaram
respectivamente reducgdes de 91, 92, 95, 95 e 97% na biomassa (Tab.2, Fig.3).
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Tabela 2: Medidas de comprimento e biomassa seca da parte aérea e raizes (média * erro
padrdo) das plantulas de Baccharis dracunculifolia. As médias seguidas pelas mesmas letras em
cada coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05). CPA: comprimento da parte
aérea, CPR: comprimento da raiz, BPA: biomassa da parte aérea, BR: biomassa da raiz.

Tratamento
CPA (mm) CPR (mm) BPA (mg) BR (mg)
As(mg/L)

0 464+029% 1377+186°%  148+0,03° 7,30+0,78°2

5 3,18+0,66° 1,31+0,08° 1,26 +0,032 0,63+0,04°
10 218+013° 0,95+0,03° 1,24 +0,042 0,57 +0,03°
25 1,47+0,17° 0,58+0,03° 0,81+0,05° 0,33+0,05°
50 1,29+0,07¢  0,49+0,04° 0,71 +0,03 0,35+0,04°
100 090+026° 0,38+0,11° 0,38+0,14°¢ 0,17 + 0,06 °
200 - - - -
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Figura 3: Efeitos de concentracGes de arsénio em varias concentragdes sobre o crescimento
inicial de plantulas de B. dracunculifolia. (A) Comprimento da parte aérea e raiz (B) Biomassa
da parte aérea e raiz.
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Figura 4 — Efeitos do arsénio no crescimento das plantulas de Baccharis dracunculifolia. (A)
plantulas do grupo controle (B) plantulas do tratamento com 50 mg.L™ As (C) plantulas do
tratamento com 100 mg.L™As. Fotos tiradas 7 dias ap6s a germinacao. Asterisco indica necrose
e morte de plantulas.
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Figura 5: Efeitos do arsénio nas plantulas de Baccharis dracunculifolia (A) amarelecimento e
necrose (tratamento com 100 mg.L™") As. (B) Morte das plantulas (tratamento com 200 mg.L™)
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DISCUSSAO

A taxa de germinacgéo de B. dracunculifolia foi afetada pela presenca de arsénio.
Enquanto sementes do grupo controle alcancaram 93% de germinabilidade, sementes
germinadas em meio com 200 mg.L™"As apresentaram uma queda de aproximadamente
50% na germinacdo das sementes. Luan & lan (2008) avaliaram a germinacdo de uma
espécie de soja (Glycine max) na presenca de arsénio e suas sementes apresentaram uma
taxa de germinacao de 80% em tratamento com 200 mg.L*As. Por outro lado, Liu et al.
(2005) investigaram os efeitos do arsénio em Triticum aestivum L. e obtiveram
germinabilidade de 60% das sementes em concentragdo bem inferior de arsénio (16
mg.L?As), indicando que esta espécie é bem sensivel a presenca deste elemento.
Talukdar (2011) obteve apenas 45% das sementes de Trigonella foenum-graecum
germinadas em 40 mg.L™?As e 35% de germinagdo de Lathyrus sativus nesta mesma
concentragdo. Resultados semelhantes podem ser vistos em Munthas et al. (2010), onde
a germinacdo de Vigna radiata foi de 35% na concentracdo de 100 mg.L*As.
Comparativamente a estas espécies, as sementes de B. dracunculifolia apresentaram
uma maior capacidade de germinar na presenca de arsénio. Em concentracdo de 10
mg.L?As, 78% das sementes germinaram, 73,5% conseguiram germinar em
concentracdo de 25 mg.L?As e 70% germinaram em teores de 50 mg.L'As. Na

concentracdo de 100 mg.L™*As, 58,5% das sementes de B. dracunculifolia germinaram.

O entendimento do comportamento germinativo das sementes auxilia na
determinacédo da densidade e padréo de distribuicdo das populacfes vegetais (Harper et
al. 1970). Metais pesados podem afetar a germinacdo das sementes devido a sua
toxicidade e por inibirem a embebicao de dgua pela semente (Kranner & Colville 2010).
Esta é uma possivel explicacdo para a diminuicdo da germinacdo das sementes de B.
dracunculifolia quando na presenca de altos teores de arsénio no meio, pois este
processo é fundamental para iniciar 0 processo da germinacdo (Mohamed-Yaseen et al.
2004, Li etal. 2005).

O IVE das sementes de B. dracunculifolia diminuiu significativamente com o
aumento da concentracdo de arsénio. Isto significa que quanto maior a concentragdo de
arsénio, menor foi o nimero de sementes que germinou por dia. No grupo controle, o

IVE apresentou uma média de 6,42 plantulas/dia, enquanto que nas concentragdes de
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100 e 200 mg.L™* As, IVE foi de 2 plantulas/dia. Trabalhos semelhantes demonstraram
que sementes de Brassica oleracea varbotrytis apresentaram IVE bem mais baixo
(0,28), quando em tratamento com 100 mg.L™ As (Islam et al. 2008), demonstrando a

sensibilidade desta espécie na presenca deste metaloide.

O TMG também foi afetado negativamente pela presenca do As em todas as
concentragdes. O TMG apresentou leve tendéncia ao aumento a medida que a
concentracdo de As aumenta. Isto significa que enquanto o grupo controle demorou 3
dias em média para comecar a germinar, sementes submetidas aos tratamentos com 50,
100 e 200 mg.L™* As, demoraram em torno de 5 dias para iniciar a germinacéo. Akinci
& AKkinci (2010) estudando os efeitos do cromo em sementes de Cucumis melo
observaram que este metal em elevada concentracdo (300 mg.L™) inibiu a germinagéo e
aumentou 0 TMG das sementes. Nos estudos de Ashraf & Ali (2007), sementes de
Vigna radiata apresentaram um atraso de 15 dias na germinacdo na presenca de 10mM

de prata (Ag) e 4 dias de atraso na concentracdo de 25mM de chumbo (Pb).

Como a germinacdo das sementes, em geral, ndo € perfeitamente sincronizada, é
possivel quantificar essa variacdo da germinacdo ao longo do tempo por meio de uma
medida denominada indice de sincronizacdo ou incerteza (E). Este indice infere que,
quanto menor for o valor de E, mais sincronizada sera a germinacdo das sementes. A
vantagem desse indice é que seu valor ndo é influenciado pelo nimero total de sementes
germinadas, nem pelo tempo médio ou velocidade média de germinacdo (Ranal &
Santana 2006). Porém, ndo foi encontrado em nosso estudo, uma relagdo entre este
indice e as diferentes concentracfes de arsénio; portanto esta medida que néo foi eficaz
para explicar em como a concentragdo de arsénio presente influencia no sincronismo da

germinacao.

No entanto pode-se inferir que o arsénio ndo apenas reduz o nimero de sementes
germinadas como também provoca alteracfes na velocidade e tempo de germinacgdo das
sementes. Segundo Maguire (1962) IVE é uma medida que afere o vigor das sementes,
onde a reducdo deste vigor, causa perda progressiva na capacidade produtiva, com a
reducdo na uniformidade da germinacdo (Ranal & Santana 2006). Portanto, o fato das
sementes demorarem mais tempo para germinar em concentracbes mais altas,

demonstra que com a presenca do metal, as sementes parecem demorar mais tempo para
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embeber uma quantidade de agua suficiente para germinar (Kranner & Colville 2010).
Outra hipdtese para o atraso do inicio da germinacéo também pode ter sido por indugdo
da prépria semente de modo a neutralizar os efeitos toxicos do metal por mecanismos de

quelacéo reduzindo assim, a absor¢cdo do mesmo (Baker 1987, Ashraf & Ali 2007).

O arsénio também exerceu influéncia negativa sobre o crescimento inicial das
plantulas, indicando um efeito de toxicidade do elemento. Em todas as concentragdes o
As limitou o crescimento das plantulas e na concentragdo de 200 mg.L™", houve
completa inibicdo do crescimento. Apesar de 45% das sementes terem germinado nesta
concentracdo, houve um efeito toxico do elemento, que impediu o desenvolvimento das
plantulas. Além disto, foram observados sintomas de toxicidade como amarelecimento,
escurecimento e necrose de tecidos em todos os tratamentos com arsénio; que s&o
tipicos deste elemento. Algumas plantulas de B. dracunculifolia dos tratamentos com
100 mg.L™ As, também apresentaram necrose dos tecidos ou morte aproximadamente
15 dias ap6s a germinacdo. E provavel que a morte celular seja causada pelo aumento
do estresse oxidativo causado por este metaldide (veja Abedin et al. 2002, Li et al.
2007, Kranner & Colville 2010).

Os estagios iniciais das plantulas sdo os mais sensiveis a estresses causados pela
presenca de metais pesados (Liu et al. 2005, Akinci & Akinci 2010). Desta forma, além
da germinacdo deve-se considerar também o desenvolvimento das plantas ao avaliar os
efeitos toxicos deste elemento. Estas observacgdes estdo de acordo com os trabalhos de
Li et al. (2007) que demonstraram que concentracdes acima de 20 mg.L™ de As
provocam inibicdo do crescimento das plantulas de Triticum aestivum L., demonstrando
uma grande sensibilidade desta espécie ao elemento. Abedin et al. (2002) relataram que
tanto a germinagdo quando o crescimento inicial de plantulas de Oryza sativa

diminuiram significativamente com o aumento da concentracéo de arsénio.

Os comprimentos da parte aérea e da raiz de B. dracunculifolia reduziram
significativamente quando comparados ao grupo controle, no entanto as raizes foram
mais afetadas pelo arsénio. Na concentracdo mais baixa (5mg.L™As) o comprimento da
parte aérea reduziu 31% e nas raizes esta reducdo chegou a 90%. Na concentracédo de
100 mg.L™As, o comprimento da parte aérea reduziu 80% e das raizes 97%. Com
relacdo a biomassa seca, a reducdo também foi mais evidente nas raizes, onde ja na

concentracéo de 5 mg.L*As, houve reducdo de 91%, chegando a 97% na concentracio
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de 100 mg.L™"As. As reducdes destas medidas sdo tipicas respostas de plantas quando
sdo expostas a metais pesados (Abedin & Meharg 2002, Liu et al. 2005, Li et al. 2007).
O fato da inibicao do crescimento ter sido bem maior nas raizes é atribuido ao fato das
raizes serem o primeiro ponto de contato com o arsénio presente no meio, resultando em
um maior acumulo de As (Wang et al. 2010). A reducdo das raizes leva a uma
diminuicdo da absorcao de nutrientes e assim todo o crescimento da plantula é reduzido
e finalmente reduz-se sua biomassa (Abedin & Meharg 2002, Li et al. 2007).

O As ndo é um elemento essencial para as plantas e sua presenca, em altas
concentracdes, pode levar a mudancas morfoldgicas, anatémicas e fisioldgicas (Abedin
& Meharg 2002, Liu et al. 2005). Plantas podem desenvolver sintomas de toxicidade
quando expostas a uma concentracao elevada de arsénio, demonstrados pela inibigcdo da
germinacdo, reducdo da altura da parte aérea e do crescimento das raizes (Baker 1987,
Carbonell-Barrachina et al. 1997, Sharma et al. 2011).

A tolerancia a metais € uma importante caracteristica que permite o uso de
plantas e sementes em tecnologias de fitorremediacdo. Porém, mais estudos sdo
necessarios para se entender como a longevidade das sementes e plantas sdo afetadas
pelos metais pesados e como 0s mesmos afetam a composicao das espécies (Kranner &
Colville 2010). O conhecimento sobre a germinacao de sementes, sua ecologia e manejo
sd0 necessarios para uma melhor compreensdo do estabelecimento das espécies,
permitindo também um entendimento mais profundo de sua aplicacdo na recuperacgdo de
areas contaminadas por arsénio. Este estudo indica: que plantulas de Baccharis
dracunculifolia nos estagios iniciais de desenvolvimento apresentam grande
sensibilidade, principalmente em concentracdes acima de 100 mg.L™ de arsénio; que
apesar de forte pressdo seletiva, esta espécie deve ser investigada detalhadamente para
que possa ser considerada uma candidata em projetos de fitorremediacdo em areas

contaminadas por arsénio.
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CAPITULO I

EFEITOS DO ARSENIO NO CRESCIMENTO, ACUMULO, DISTRIBUIQAO E
POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Baccharis dracunculifolia DC
(ASTERACEAE)
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Capitulo 11 - Efeitos do arsénio no crescimento, acumulo, distribuicdo e potencial
fitorremediador de Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae)

RESUMO

O crescimento, acumulo, distribuicdo de As e o potencial fitorremediador de Baccharis
dracunculifolia foram investigados neste estudo. Amostras de solos e individuos de
Baccharis dracunculifolia coletados em area de mineracdo de ouro em Nova Lima, MG
indicaram que a espécie ocorre em éareas com até 8.667mg.kg™As e consegue acumular
até 72,97mg.MS™ nas folhas e 22,97mg.MS™ no caule. Em laboratdrio, individuos de B.
dracunculifolia foram mantidos em potes individuais, com substrato contendo areia,
solo, vermiculita e matéria organica e foram submetidas as seguintes concentracdes de
arsénio: 0, 5, 10, 25, 50, 100 e 200mg.L™, sob a forma de arseniato de s6dio. Ap6s 60
dias de cultivo nas concentracdes de As, os resultados demonstram que houve um
aumento de 15% na biomassa total das plantas com 5 mg.kg™ As e 6% de aumento nas
plantas dos tratamentos com 10 mg.kg™ As. Nas demais concentracdes as plantas
apresentaram reducdo da biomassa. B. dracunculifolia apresentou sensibilidade ao
efeito do arsénio, devido sua interferéncia no comprimento da parte aérea, espessura do
caule, nimero de folhas e espessura da raiz. Nas concentracdes de 100 e 200 mg.kg™
algumas plantas apresentaram sintomas de toxicidade como clorose e necrose nas
folhas. O As absorvido por B. dracunculifolia aumentou progressivamente com o
aumento da concentracao de arsénio no solo. O contetdo de As total apresentado pelas
plantas dos tratamentos com 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mg.kg™*As foram respectivamente,
29,24; 54,12; 76,50; 113,10; 121,56 e 177,13 mg.MS™.0 arsénio ficou distribuido em
todas as partes da planta, porém o acumulo foi maior nas raizes, e apenas pequena
quantidade foi translocada para o caule e folhas. FT foi menor que 1 e FBA maior que 1
em todos os tratamentos. O conteddo de macronutrientes (P, N, K, Ca, Mg) e
micronutrientes (Mn, Cu, Fe, Zn) nas folhas, caule e raizes de B. dracunculifolia foi
modificado pela presenca do As. Os resultados demonstram que a espécie estudada ndo
se caracteriza como fitoextratora de As, mas apresenta potencial para processos de
fitoestabilizacdo, recuperacdo e revegetacao de areas contaminadas com arsénio.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the growth, accumulation, distribution of As
and the phytoremediator potential of Baccharis dracunculifolia in a gold mining area.
Soil samples and individuals of B. dracunculifolia collected in the gold mining in Nova
Lima, MG indicated that the species occurs in areas with more than 8.667mg.kg™*As and
can accumulate more than 72.97mg.MS™ in leaves and 22.97mg.MS™ in the stem.
Laboratory experiments showed that there was a 15% increase in total biomass of plants
with 5mg.kg™As and a 6% increase in plants on the treatment of 10mg.kg™As. In the
other arsenic treatments plant had reduced biomass. B. dracunculifolia showed
sensitivity to arsenic, because the shoot length, stem thickness, leaf number and root
thickness were affected. At 100 and 200mg.kg™*As concentrations, plants showed some
toxicity symptoms such as chlorosis and necrosis in leaves. The distribution of As in B.
dracunculifolia increased progressively with the increasing concentration of arsenic in
the soil. The content of arsenic shown by the plants of the treatments with 5, 10, 25, 50,
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100 and 200mg.kg™As were respectively 29.24, 54.12, 76.50, 113.10, 121.56 and
177.13mg.MS™As. The arsenic was distributed in all parts of the plant, but the
accumulation was higher in the roots and only small amounts were translocated to the
stem and leaves. FT was less than 1 and FBA was greater than 1 in all treatments. The
content of macronutrients (P, N, K, Ca, Mg) and micronutrients (Mn, Cu, Fe, Zn) in
leaves, stems and roots of B. dracunculifolia were modified by the presence of As. The
results showed that the studied species is not characterized as fitoextractor of As, but it
has the potential for phytostabilization processes, rehabilitation and revegetation of
arsenic-contaminated areas.

INTRODUCAO

O arsénio € um metalodide traco normalmente encontrado em minérios de ouro,
prata, cobalto, niquel, chumbo, cobre e antiménio; mas estd presente em mais de
duzentos minerais (Meharg & Hartley-Whitaker 2002). A forma mais comum ¢ a
arsenopirita (FeAsS) (WHO 2001), considerado um dos mais importantes sulfetos que
ocorrem em corpos de minerio aurifero. Com o intemperismo atmosférico a arsenopirita

é oxidada liberando o arsénio para 0 meio ambiente (Borba et al. 2004).

O arsénio apresenta uma alta capacidade de retencéo nos solos (Andrade 2008) e
sua mobilidade depende das propriedades fisicas e quimicas deste. A biodisponibilidade
do arsénio esta diretamente relacionada com o contetdo de 6xidos de Fe e Al, pH, tipo e
conteddo de argila nos solos, entre outros fatores (WHO 2001, Campos et al. 2007). Em
geral ha um incremento na toxicidade em plantas quando o solo encontra-se mais acido,
em geral com pH abaixo de 5 (Deschamps & Matschullat 2007). A fitotoxicidade do
arsénio depende da espécie presente no solo, no qual o arsenito, As(lll), é mais
fitotoxico que o arsenato, As(V). O As(V) é a forma predominante na fase sélida dos
solos enquanto o As(I11) ocorre em ambientes residuais e em solos encharcados ou com
significante conteldo de matéria organica (Zhao et al. 2010). Estas sdo as duas formas
inorganicas de arsénio e sdo as formas predominantemente biodisponiveis para as
plantas (Meharg & Hartley-Whitaker 2002). Formas metiladas como DMA e MMA
podem ser absorvidas pelas plantas, porém em quantidades bem inferiores quando
comparadas as formas inorganicas (Zhao et al. 2008).

O arsénio é bastante toxico para a grande maioria das plantas. O arsenato, por
ser andlogo ao fosfato, é absorvido como um analogo ndo funcional, através da
membrana plasmatica das raizes; porém os mecanismos de transporte apresentam maior

afinidade pelo fosfato (Zhao et al. 2008). Quando dentro do citoplasma celular, devido a
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sua semelhanca quimica com o fosfato, o0 As(V) o substitui na adenosina-tri-fosfato
(ATP), formando um complexo instavel “ADP-As” que acarreta no desacoplamento do
fluxo de energia nas células e reducdo dos niveis de ATP celular. O arsénio também
influencia na absorcdo e distribuicdo de nutrientes por meio da competicdo direta com
elementos essenciais, por alteracdo em processos metabolicos que levam a diminuigéo
da energia necessaria nos sistemas de transporte transmembrana ou por causar injurias
no sistema radicular prejudicando as suas fun¢bes (Meharg & Hartley-Whitaker 2002).
Assim, as plantas sensiveis ao As sofrem consideravel estresse quando expostas ao
elemento. Além das desordens bioguimicas e fisiologicas sdo observados sintomas
como cloroses, necroses, diminuicdo do crescimento, escurecimento das raizes e
mudangas na arquitetura radicular, no nimero de folhas e na producdo da massa seca,
ou até a morte da planta (Meharg & Hartley-Whitaker 2002, Deschamps & Matschullat
2007, Zhao et al. 2008).

As plantas desenvolveram basicamente duas estratégias que as permitiram
sobreviver e reproduzir em ambientes ricos em As: excluir ou acumular este elemento
(Whiting et al. 2005, Nascimento & Xing 2006). A estratégia de exclusdo consiste em
restringir a translocacdo do As das raizes para partes aéreas, sendo a mais comum entre
as plantas (Deschamps & Matschullat 2007). A estratégia de acumulacdo envolve sua
concentracdo principalmente na parte aérea (Reeves 2006). H& plantas capazes de
estocar grandes quantidades de metais/metaldides nos tecidos, chamadas
hiperacumuladoras. Até o presente momento apenas as pteridéfitas sdo conhecidas
como hiperacumuladoras de arsénio. Pteris vittata pode acumular acima de 22.630
mg.kg® As (Ma et al. 2001), concentrando 2,3% deste elemento em sua biomassa
enquanto outra pteridéfita, Pityrogramma calomelanos, consegue acumular 8.350
mg.kg™ As em sua massa seca (Francesconi et al. 2002, Visoottiviseth et al., 2002). Ha
também plantas com capacidade intermediaria de acumular As como Oryza sativa,
Triticum aestivum e Hordeum vulgare (Zhao et al. 2010). A capacidade destas plantas
hiperacumuladoras de extrair grandes quantidades de contaminantes, visando o0
estabelecimento de vegetacdo de &reas contaminadas, faz crescer ainda mais o interesse
de cientistas, empresas e governo, pelo desenvolvimento de ferramentas de
fitorremediacdo (Prasad & Freitas 2003).
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A capacidade das plantas de absorver e acumular As em seus tecidos e a
habilidade de transferir este elemento para os seus 6rgdos da parte aérea tem sido
avaliada por meio do fator de bioacumulacdo (FBA) e do fator de transferéncia (FT) (Tu
& Ma 2002, Zhao et al. 2010). O FBA é definido pela razéo entre a concentracdo de As
na planta e a concentracdo de As no solo. O FT é definido pela razdo entre a
concentracdo de As na biomassa aérea da planta (caule e folhas) e a concentracdo de As
nas raizes (Tu & Ma 2002). A planta é considerada hiperacumuladora quando FT e FBA
apresentam valores acima de 1 e a concentracdo de As total deve ser superior a
1000mg.kg™ na biomassa da planta (Dias et al. 2010, Zhao et al. 2010).

Uma das localidades mais contaminadas pelo arsénio no mundo encontra-se no
Quadrilatero Ferrifero no estado de Minas Gerais (Brasil). N&o obstante os avancos
tecnoldgicos e da legislacdo atuais a regido apresenta um quadro cronico de
contaminacdo da agua e do solo devido aos rejeitos e cavas a céu aberto das mineracoes
que constituem fontes substanciais de arsénio (Borba et al. 2000, Deschamps et al.
2002, Deschamps & Matschullat 2007). Estima-se que nos ultimos trés séculos, 390.000
toneladas de As tenham sido liberadas na regido até o final do século XX (Borba et al.
2000). Estudos na cidade de Nova Lima revelam altos teores de As, que podem
ultrapassar 5.000 mg.kg™, especialmente préximos a depésitos de rejeitos de mineracéo
(Deschamps et al. 2002, Deschamps & Matschullat 2007). A exposi¢do humana a este
elemento esta fortemente ligada a varias doengas, inclusive a diversos tipos de canceres
(Ferreccio & Sancha 2006, Rahman 2006), sendo notério o conhecimento da relacdo
entre a exposicdo ao arsénio e o Obito de varios moradores da referida regido
(Deschamps & Matschullat 2007). O impacto ambiental causado pelo As também atinge
toda a comunidade bioldgica e assim as cascatas troficas (Nemeth 1993, Zhao et al.
2010), embora este aspecto ainda ndo tenha sido abordado na regido. A correta
exposicdo e acondicionamento das pilhas de material estéril bem como a
descontaminacdo do solo, cursos d‘agua e lengol freatico tornam-se, portanto assuntos

de extrema necessidade (Sarma 2011).

Observac0es casuais indicam uma grande quantidade de individuos de Baccharis
dracunculifolia crescendo em areas com altas concentragdes de As nas proximidades de
Nova Lima, fornecendo assim um cenario ideal para estudos que visam contribuir com

solugdes cientificamente embasadas para este grave problema ambiental. Baccharis
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dracunculifolia € arbusto nativo que apresenta varios aspectos relevantes que apontam-
na como uma espécie potencial para estudos de fitorremediacdo, por esta apresentar
crescimento rapido, ser pioneira e frequentemente encontrada em areas de grande
perturbacdo antropica. Assim, os objetivos do presente estudo foram: 1) avaliar as
respostas de B. dracunculifolia ao arsénio, determinando acumulo e distribuicdo de As
nas plantas (raiz, caule, folha); 2) avaliar possiveis alteracdes no desenvolvimento de B.
dracunculifolia na presenga de As; 3) avaliar o efeito do arsénio na absorgdo e
distribuicdo de nutrientes de B. dracunculifolia; e finalmente 4) avaliar o potencial

fitorremediador desta espécie.

MATERIAL E METODOS

A espécie selecionada

Baccharis dracunculifolia D.C. é uma espécie de ampla distribuicdo no Brasil e
em paises da América do Sul (Barroso 1976). A espécie € pioneira e tem importancia
destacada na regeneracdo natural apds distarbios como fogo (Tabarelli & Mantovani
1999, Galindez et al. 2009). B. dracunculifolia apresenta ainda plasticidade fenotipica
(Negreiros et al. 2010) e crescimento rapido (Espirito Santo et al. 2003, Fagundes et al.
2005, Miller et al. 2007). Além disto, apresenta ampla distribuicdo em biotopos
urbanos sujeitos a varios graus de distarbios antrdpicos e de poluicdo atmosférica e esta
associada uma grande diversidade de outros organismos (Rodarte et al. 1998, Araljo et
al. 2003)

Area de ocorréncia e coletas de campo

Amostras de solos e partes de plantas de Baccharis dracunculifolia foram
coletados na cidade de Nova Lima, Minas Gerais (19°59°09°’S, 43°50°49”W), distante
cerca de 35km de Belo Horizonte e inserida na regido do Quadrilatero Ferrifero do
estado de Minas Gerais, Brasil (Figura 1). As coletas foram realizadas nas imediacdes
da area de mineracdo (Planta do Queiroz) pertencente a empresa AngloGold Ashanti,
(19°58°13”S, 43°49°17°°W). As atividades de mineracdo nesta regido iniciaram no
século XIX e ainda encontram-se ativas. Nesta mesma area funcionou uma fabrica de
trioxido de arsénio, que manteve suas atividades do inicio da década de 1940 até 1975,
aumentando ainda mais o passivo ambiental na regido. O local ja foi alvo de vérios
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estudos que comprovam os altos valores de contaminacdo por As nos solos e aguas
(Deschamps & Matschullat 2007). As coletas foram feitas em quatro areas, todas
préximas a locais de rejeito da mineradora, a fim de avaliar os teores de As presentes no

solo e nos tecidos das plantas (Figura 2).

Foram coletadas amostras de caule e folhas de doze individuos de B.
dracunculifolia e doze amostras de solo, em profundidade de 0-15cm, para avaliagéo do
contetdo de As total. O solo foi obtido imediatamente abaixo da copa dos individuos
amostrados. As raizes dos individuos ndo foram coletadas devido a localizacdo de dificil
acesso, normalmente préximo a encostas. Para as leituras do As foi utilizado o
espectrometro de massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). A
determinacdo foi realizada pela Embrapa Solos (CNPS). Todas as amostras foram

analisadas em triplicata.
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Figura 1: Localizagdo das 4 areas amostradas em Nova Lima, Minas Gerais. Areal: Deposito
de rejeito do Galo (na margem esquerda do Ribeirdo Cardoso); Area 2: Mina de Rejeito do
Galo; Area 3: Morro do Galo (na margem direita do Ribeirdo Cardoso); Area 4: Bairro do Galo.

Correy

Conducao dos experimentos

Para estudar os efeitos do arsénio no desenvolvimento de Baccharis

dracunculifolia, foram obtidos aquénios maduros de B. dracunculifolia a partir de coleta
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manual de aproximadamente 30 individuos localizados na Reserva Particular Natural
Vellozia, na Serra do Cipd, Minas Gerais, Brasil (19°17°S, 43°35°W). Estes aquénios
foram colocados para germinar em bandejas plasticas com substrato contendo areia e
umedecidos duas vezes ao dia. Este procedimento foi realizado em casa de vegetacéo,
localizada no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Campus da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil (19°30°S, 44°00°W).

Apobs emissdo do primeiro par de folhas, 105 plantulas foram cuidadosamente
transplantadas para vasos de Polietileno de Alta Densidade (HDPE) de 1,7L (20 cm de
altura x 12 cm de didmetro), com substrato composto por uma mistura de areia, solo,
vermiculita e matéria organica, mantidas com solucdo nutritiva (N-P-K), e irrigadas
diariamente, de modo a manter a umidade do substrato préximo a saturacdo, pelo
método da pesagem, conforme Novais et al. (1991). Foi colocado apenas uma plantula

por vaso. O pH do solo foi aferido em 6,0.

Ap0s aproximadamente dois meses, quando as plantulas apresentavam em média
20 cm de altura, demonstravam vigor e uniformidade, os tratamentos com arsénio (As)
foram aplicados. As doses de As(V) foram preparadas a partir da adicdo de 4,169 de
arseniato de sodio (Na;,HAsO4.7H,0) em &gua destilada, para obtencdo de uma solugéo
estoque de 1.000 mg.L™As. A partir desta solucdo foram feitas as diluicBes necessarias
para se atingir as concentracdes: 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mg.L™As. O grupo controle foi
mantido apenas com agua destilada. Para cada tratamento foram utilizados quinze vasos

com uma planta em cada. O periodo de exposi¢do das plantas ao arsénio foi de 60 dias.

Parametros avaliados

Ao longo do experimento foram realizados registros fotograficos e avaliacGes
visuais das plantas para avaliar possiveis efeitos toxicos. Ao final do experimento, a
fim de avaliar possiveis alteracdes no desenvolvimento de B. dracunculifolia em
diferentes concentragdes de As, foram analisados parametros de crescimento como se
segue: foram contados manualmente o nimero de folhas e nimero de ramos; foram
aferidos as espessuras do caule e raiz com o auxilio de um paquimetro; e com uma fita
métrica foram medidos os comprimentos da parte aérea e da raiz de cada individuo.
Para as analises das raizes, as plantas foram coletadas dos vasos e foi realizada uma
cuidadosa lavagem em agua corrente sobre uma peneira de 3mm de abertura de malha,

seguida de subsequente triagem com auxilio de pincel e pinca, até remocgdo completa
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das particulas de substrato aderidas as raizes. Para as analises de alocacdo de biomassa,
as plantas foram separadas em folhas, caules e raizes e avaliadas a biomassa fresca (g)
e, apds secagem em estufa a 60°C, até peso constante, foi determinada a massa seca (g)
destes orgdos, medidos por uma microbalanca (modelo SE2, precisao de 0,1ug).

Para a determinacdo dos contetdos de arsénio total e nutrientes, amostras de
0,59 de material seco, de raizes, caules e folhas foram triturados em moinho tipo Willye
equipado com peneira com malha de 0,38 mm e em seguida digeridos em tubos
contendo 10 ml de solucgéo nitro-perclorica 3:1 e mantidas a temperatura ambiente por
um periodo de 12 horas. Na seqliéncia, os tubos foram transferidos para bloco digestor
cuja temperatura deve ser aumentada gradativamente até 150°C, para evitar a
volatilizacdo do As, até a completa digestdo da matéria organica (USEPA 2007). Apds
resfriamento a solucdo resultante foi diluida, filtrada e transferida para baldo
volumétrico de 50 ml completando-se o volume com &gua deionizada. A partir desta
solucgéo foi determinada a concentracdo do As e nutrientes por espectrometro de massas
com fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), (Modelo Elan DRC II, Perkin
Elmer Optima, EUA). Provas em branco foram analisadas para avaliar possiveis
contaminacgdes. O solo usado em todos os tratamentos também foi caracterizado quanto
ao contetdo de As total e presenca de elementos minerais (macro e micro nutrientes).
As anélises do solo foram realizadas pela Embrapa-solos (CNPS).

A partir dos dados sobre o teor de As acumulado por unidade de matéria seca
das plantas, foi calculado o fator de transferéncia (FT), definido como a razdo entre a
concentracdo de arsénio na parte aérea da planta (folhas e caule) a concentracdo de
arsénio nas raizes e o fator de bioacumulacdo (FBA), definido pela razdo entre a
concentracdo de arsénio na planta e a concentracdo de arsénio no solo. Estas medidas
foram utilizadas para determinar o potencial fitorremediador da espécie (Ma et al. 2001,
Tu & Ma 2002, Zhao et al. 2010).

Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com sete
concentracdes de As e quinze repeticdes. Para analise de As total e nutrientes, houve a
necessidade de juntar amostras para obten¢do de maior quantidade de material. Assim,
as analises apresentadas representam apenas trés repeticdes por tratamento. Todavia,

tomou-se o cuidado de realizar triplicatas das anélises, de modo a garantir a veracidade
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dos resultados. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
apresentados como médias e erro padrdo, seguidos pelo Teste de Tukey (a=0,05).

Quando necessério os dados foram submetidos ao ajuste de modelos de regressao.

RESULTADOS

Anélise de solo e plantas coletadas na area em estudo

Todas as amostras de solo coletadas em Nova Lima apresentaram contedo de
arsénio, que variaram de 194 a 8.667mg.kg™*As (Figura 2). Na érea 3, onde funcionava
a antiga fabrica de trioxido de arsénio, no Morro do Galo, foram encontrados os maiores
teores de As no solo (8.563 mg.kg'As em média), enquanto na area 4 foram
encontrados os menores teores (202 mg.kg As em média). A 4rea 1, préxima a um
depdsito de rejeito da mineradora, também apresentou elevados teores de As no solo
(média de 5.896 mg.kgAs). A area 2, préxima a uma mina de rejeito, apresentou em
média 876 mg.kgAs.
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Figura 2: Analise de arsénio total das amostras de solo coletadas em quatro areas em
Nova Lima, Minas Gerais. Foram coletadas e analisadas 3 amostras em cada area. S1-
S12 representam um total de 12 amostras analisadas.

Foram encontrados teores de arsénio em todos os individuos coletados nas

quatro areas (Figura 3). Individuos da area 1 apresentaram 0s maiores teores de As nas
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folhas (72,97 mg.kg™As) e no caule (22,97 mg.kg?As). Na éarea 3, onde foram
encontrados 0s maiores teores de As no solo, as plantas apresentaram em média 38,70
mg.kg'As nas folhas e 14,57 mg.kg'As nos caules e na area 4, apesar de ter
apresentado os menores conteddos de As no solo, as amostras dos individuos também
apresentaram As. Nas folhas foram aferidos 13 mg.kg™As e nos caules 6,64 mg de As

por quilo de massa seca (Figura 3).

o
& 40,00 - HFolha
$ 30,00 - Caule

Areas

Figura 3: Variagdo da concentracdo de arsénio (mg.kg™) (média e erro padréo) nas
folhas e caules de individuos de Baccharis dracunculifolia coletados nas quatro areas
proximas a mineradora em Nova Lima.

Biomassa, Crescimento e Arsénio (experimentos em casa de vegetacao)

A biomassa total de B. dracunculifolia diferiu significativamente entre o0s
tratamentos com diferentes concentracfes de arsénio (p<0,001, Fig.4). Houve um
aumento de 15% na biomassa total das plantas tratadas com 5 mg.kg™ As e 6% de
aumento nas plantas do tratamento com 10 mg.kg” As, (Figura 4). Nas demais
concentracdes, 25, 50, 100 e 200 mg.kg™ As, a biomassa total foi reduzida em 5, 12, 15

e 17%, respectivamente, com relacdo ao controle (Tabela 1).
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Figura 4: Variacdo da biomassa de folhas, caule, raizes e biomassa total das plantas de
Baccharis dracunculifolia cultivadas sob diferentes concentragcGes de arsénio (médias e erro
padréo).

A massa seca das folhas apresentou reducao significativa (p<0,004) apenas nos
individuos nos quais foram aplicadas as maiores concentracdes de As (100 e 200 mg.kg
! As). Nos tratamentos de 5 e 10 mg.kg™As, houve ganho de matéria seca das folhas
em 9 e 3%, respectivamente. Nas plantas dos tratamentos com 25 e 50 mg.kg™ As, a
reducdo foi de 11%, mas ndo sendo estas estatisticamente significativas (Fig.4, Tab 1).

Nos tratamentos com 5, 10 e 25 mg.kg™ As houve ganho de massa seca nos
caules de 24, 6 e 4%, respectivamente. Nas demais concentrages a redugédo foi
estatisticamente significativa quando comparados ao grupo controle (p<0,0009). Nas
concentracdes com 50 mg.kg™ As, houve reducéo de 11% da massa seca dos caules, nos
tratamentos com 100 mg.kg™ As, reduziu 17% e nos de 200 mg.kg™ As, a reducéo foi de
19% (Fig. 4, Tab 1).

Com relacdo a massa seca das raizes, as plantas dos tratamentos com 5 e 10
mg.kgAs apresentaram 20% de ganho de massa seca. Nos outros tratamentos a massa
seca comecou a reduzir significativamente (p<0,0003). Nos tratamentos com 25, 50,
100 e 200 mg.kg™As, a massa seca das raizes reduziu 10, 15, 16 e 20% com relagdo ao

grupo controle (Fig. 4, Tab 1), respectivamente.
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Tabela 1: Biomassa (g) das folhas, caules, raizes e massa seca total das plantas de
Baccharis dracunculifolia submetidas a diferentes tratamentos com As. Os valores
apresentam as médias + erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre
si pelo teste Tukey (p < 0,05) (n = 5). ns= n&o significativo (p > 0,05).

(mg}ls<g) Folhas Caule Raiz Maf(s)?asleca
0 2,52 +0,13° 1,62+011%  0558+0,03% 472+0,25°

5 2,75+0,14™  202+0,14™ 0,69+005° 547+0,30°

10 260+011™  1,74+012™  0,7+007® 503+022%®

25 224+017™  1,70+013™ 0,551+£0,06® 4,45%0,33%°
50 223+0,14™  1,43+0,09° 0492005 4,15+0,25"™
100 2,15+0,18°" 1,34+£0,13°  048+004° 398+032°
200 2,13+0,15°" 1,31+£0,13°  044+008° 3,88+0,29°

O arsénio influenciou os seguintes parametros de crescimento analisados:
comprimento da parte aérea, espessura do caule e raiz e nimero de folhas. As plantas
dos tratamentos com 5, 10 e 25mg.kg™As, apresentaram uma reducéo de 3, 8 e 9% no
comprimento da parte aérea, quando comparados ao grupo controle (Figura 5). Nos
tratamentos com 50, 100 e 200mg.kg'As, a diferenca foi maior, reduzindo
respectivamente, 12, 14 e 16%. Foi demonstrado que 88% da variacdo no comprimento
da parte aérea foi explicada pelo aumento da concentracdo de As (Figura 5). Com
relacdo a espessura do caule, também houve reducédo nas plantas de todos os tratamentos
com relacdo ao grupo controle (Figura 5). Nos tratamentos com 5mg.kg™As, a reducéo
foi de apenas 2,4% , e nos outros tratamentos, 10, 25, 50, 100mg.kg™As as reducdes
foram de 9, 6, 7 e 10% e foi ainda maior (19%) no tratamento com 200mg.kg™*As. Estes
resultados demonstram que 81% de reducdo da espessura do caule de plantas de B.
dracunculifolia foram explicadas pelo aumento da concentracdo de arsénio, de acordo
com as analises de regressao (Tabela 2).

Quanto ao namero de folhas, a reducdo também foi significativa (p=0,04). No
tratamento com 5 mg.kg™As, a reducdo foi de menos de 1% com relacdo ao grupo
controle. E nos tratamentos com 5, 10, 25, 50, 100 e 200 as reducdes foram maiores, em
7, 8, 6, 13 e 12% respectivamente (Figura5). Com relacdo ao nimero de ramos, 0 grupo

controle apresentava em média 17 ramos. Nos tratamentos com 5 e 10mg.kg™As, a

41



reducao foi de 7% no nimero de ramos. Nas demais concentra¢fes com arsénio 25, 50,
100 e 200 as plantas apresentaram reducdes entre 14 e 19% (Figura 5).

A espessura da raiz também variou significativamente (p=0,003). A maior
reducdo (15%) ocorreu nas plantas dos tratamentos com 100mg.kgAs, seguido pelo
tratamento com 200mg.kg™?As, onde a reducdo foi de 10%. Nos tratamentos com
5mg.kg™As, a reducdo foi a menor (1,7%) e nas concentracdes de 10, 25 e 50 mg.kg"
'As, as reducdes foram 6, 6 e 9% respectivamente (Figura 6).

O comprimento da raiz ndo foi afetado pelo aumento na concentracao de arsénio.
No tratamento com a menor concentracio de As (5 mg.kgAs), as plantas apresentaram
um aumento no crescimento da raiz (3,44%) com relacdo ao grupo controle. Nos outros
tratamentos, a raiz apresentou-se menor do que as plantas do grupo controle e as
reducdes foram 1,6; 2,9; 4,3; 5,2 e 5,9% referentes aos tratamentos com 10, 25, 50, 100
e 200 mg.kg™As (Figura 6).

Foram observados alguns sintomas de toxicidade nas folhas de individuos de B.
dracunculifolia submetidos as maiores doses de arsénio (100 e 200 mg.kg™). Algumas
folhas apresentavam sintomas visiveis como clorose, amarelecimento, necrose
principalmente das extremidades, assim como murcha e queda de algumas folhas
(Figura 7). N&o foram observados sinais de injdria nas raizes, como escurecimento ou
alteragdo no aspecto. Por outro lado, houve uma menor emissdo de raizes secundarias,
0 que provavelmente levou a diminuicdo da biomassa desde 6rgdo na presenca de

concentracdes mais elevadas de arsénio (Figura 8).
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Figura 5: Variacdo de parametros de crescimento em individuos de Baccharis dracunculifolia
submetidos a diferentes doses de As. (A) Comprimento parte aérea (B) Espessura caule (C)
numero de folhas (D) nimero de ramos. Estéo representadas as médias de cada tratamento.
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representadas as médias de cada tratamento.

Tabela 2: Andlise de regressdo de parametros de crescimento em Baccharis dracunculifolia sob
diversas concentragdes de As

Coeficiente de

indice Equacdo da regressao correlagio
Comp.Parte aérea y= 0,0004x2 -0,1141x + 54,339 r=0,874 *
Espessura Caule y =-0,0031x + 3,7657 r=0,8122 *
Numeo folhas y= O,OOZx2 -0,5626x + 304,57 r=0,7971 *
NUmero ramos y = 0,0002x” - 0,0485x + 16,689 r=0,75"™
Comp. Raiz y =0,0001x° - 0,0314x + 29,287 r=0,7602 ™
Espessura Raiz y= SE-05x%° - 0,0114x + 4,8028 r=0,945*

*=p<0,05; ™ = p>0,05
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Figura 7: Efeitos do arsénio no aspecto geral das folhas de B. dracunculifolia nos tratamentos
com 100 e 200 mg.kg™As. Seta: necroses marginais; asterisco: cloroses; circulos: manchas
escuras.

Figura 8: Efeitos do arsénio no sistema radicular de Baccharis dracunculifolia (A) Detalhe da
raiz apds coleta e remoc&o completa do substrato (B) Grupo controle (C) 5 mg.kg™As (D) 10
mg.kg™"As (E) 25 mg.kg™As (F) 50 mg.kg™As (G) 100 mg.kg™As (H) 200 mg.kg™As.
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Acumulo e distribuicédo de arsénio

A quantidade de As nos tecidos de B. dracunculifolia aumentou
progressivamente com o aumento da concentragdo de arsénio no solo. A variagdo da
concentracdo de As no solo explicou 86% da concentracdo de As nos tecidos de B.
dracunculifolia (Figura 9). As plantas do grupo controle tambem apresentaram
conteddo de arsénio em seus tecidos, pois embora tenham recebido apenas &gua
destilada durante todo experimento, o solo utilizado continha naturalmente uma média
de 9,24 mg.kg™As (Figura 9). As plantas do grupo controle apresentaram em média,
16,35 mg de As total por quilo de massa seca. No tratamento com 5 mg.kg™, o As total
medido nas plantas foi em média, 29,24 mg.MS™. Nos demais tratamentos (10, 25, 50,
100 mg.kg™As) o As total foi de 54,12; 76,50; 113,10; 121,56 mg.MS™ e no tratamento
com a maior concentragdo (200 mg.kgAs) o As total foi de 177, 13 mg.MS™.

O arsénio apresentou-se distribuido em todas as partes da planta, porém o
acumulo foi maior nas raizes, e apenas pequena quantidade foi translocada para o caule
e folhas. O teor de arsénio nas raizes também aumentou com a elevagdo das doses de
arsénio, sendo que 96% desta variacdo pode ser explicada pelo aumento do As no solo
(Fig. 10). O maior teor de arsénio encontrado nas raizes foi de 123 mg.MS™, na
dosagem de 200 mg.kg'As e o0 menor teor (24,83 mg.MS™'As) foi encontrado nas
plantas dos tratamentos com 5 mg.kg™As. Nas demais concentragdes (10, 25, 50 e 100
mg.kg?As) as médias de As encontrados nas raizes foram de 48,50; 66,43; 94,77 e
92,53 mg.MS™* (Figura 10).

O conteddo de arsénio nas folhas e caules, embora menores que nas raizes,
também aumentou progressivamente com o0 aumento da concentracdo de arsénio
utilizada. Nos caules, as doses de arsénio nas plantas dos tratamentos controle, 5, 10,
25, 50, 100 e 200 mg.kg™As foram respectivamente 1; 2; 2,84; 5,85; 12,33; 22 e 47,80
mg.MS™ e nas folhas 4; 2,36; 2,78; 4,21; 6; 6,83 e 8,33 mg.MS™ (Figura10).
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Ao final do experimento, o solo usado em todos os tratamentos foi caracterizado
quanto ao contetido de As total (Figura 9) e de elementos minerais (N, P, K, Ca, Mg,
Cu, Mn, Fe e Zn) (Tabela 3).

A presenca do As no solo, principalmente na maior dose de As utilizada, exerceu
influéncia quanto ao contetdo de outros elementos no solo. Nitrogénio, fosforo,
potéssio, magnésio e cobre apresentaram 0s menores valores nos solos dos tratamentos
com a maior concentragdo de As utilizada (200mg.kg™). Quanto ao teor de N, a reducéo
foi de 19% quando comparado ao grupo controle. A reducdo do P foi de 35%, o K foi
15%, Mg e Cu reduziram 68 e 22%, respectivamente. Os contetdos de manganés, ferro
e zinco, por outro lado, apresentaram maiores teores nos solos com maior concentragéo
de As (200mg.kg™). Neste tratamento, o contelido de Mn e Zn encontravam-se em
aproximadamente 1% acima da concentracdo encontrada no grupo controle. Ja o Fe

apresentou 8% a mais de conteido que o controle (Tabela 3).

Translocacéo e Bioacumulacao de Arsénio

A capacidade de absorcdo e acumulo de As, avaliada pelo fator de
bioacumulagéo, variou significativamente entre as doses de arsénio usadas (p=0,004). O
maior FBA ocorreu nas plantas dos tratamentos com 10 mg.kgAs, numa média de
3,80+0,11 e 0 menor FBA, no tratamento com 200 mg.kg™As, foi em média 1,36+0,08
(Figura 11). O FBA em todos os tratamentos foi maior que 1, indicando que as plantas
conseguiram absorver o As do solo e 0 mesmo ficou retido nas raizes.

O fator de transferéncia verificado em B. dracunculifolia foi menor que 1 em
todas as concentracdes de arsénio aplicadas, indicando sua baixa capacidade de
transferir o As para a parte aérea. Ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. O maior FT foi das plantas do grupo controle (0,64+0,30) seguido pelo
tratamento com 200 mg.kgAs (0,46+0,01). O menor valor de FT (0,11+0,01) foi

observado nas plantas dos tratamentos com 10 mg.kg*As (Figura 11).
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Tabela 3: Determinacédo de macro (N, P, K, Ca, Mg) e micronutrientes (Cu, Mn, Fe, Zn) presentes no solo usado para o experimento com diferentes
concentragdes de As em Baccharis dracunculifolia.

Tratamentos

As (mekg-1) As(mg.kg?) | N(g.Kg”) | P(g.Kkg-1) | K(g.Kg-1) | Ca(g.Kg-1) | Mg(g.kg-1) | Cu(mgkg-1) | Mn(mg.kg-1) Fe (mg.kg-1) 7 (mg.ke-1)
0 9,24+0,25 | 4,6740,46 | 1,720,13 | 6,45+0,15 | 1,72+0,02 | 2,630,36 | 43,630,87 | 293,70+11,45 | 42817,26+103,54 | 96,68+17,32
5 11,93#0,21 | 4,61+0,88 | 1,90+0,02 | 5,51£0,08 | 1,59+0,08 | 3,18+0,41 | 44,68+1,07 | 269,83%5,63 |37387,85+1042,85| 81,79+1,81
10 14,20 +0,61 | 4,43+0,36 | 1,89%0,02 | 6,60+0,28 | 1,87+0,28 | 2,35:0,40 | 43,483,225 | 283,8+16,65 |44217,43+2213,17| 90,9614,17
25 26,40+0,40 | 4,8410,15 | 2,04+0,04 | 6,29+0,00 | 1,79+0,00 | 1,92+0,04 | 44,06+0,41 | 289,73+3,85 |40610,28+1022,42| 90,7310,82
50 45,17+1,80 | 5,30%0,10 | 2,43£0,09 | 6,53+1,15 | 1,90+0,04 | 3,09+0,11 | 44,46%3,26 | 268,333,335 |35456,98+3659,74 | 88,81+391
100 70,53+0,29 | 5,01%0,20 | 1,8240,11 | 6,06+0,61 | 1,82+0,11 | 2,31+0,52 | 44,36%1,68 | 356,51+64,10 |39770,08+2764,95 | 88,205,66
200 131,33+9,02 | 3,79+0,21 | 1,11+0,17 | 5,44%0,43 | 1,75+0,16 | 0,83+0,06 | 33,95:0,10 | 294,13+10,66 |46091,63+1093,33| 97,82+8,05

Estdo representadas as médias de cada tratamentozerro padréo.
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dracunculifolia, sob diferentes doses de arsénio. Estdo representadas as médias e erro padrao.

Distribuicdo de macro e micro nutrientes

O conteldo de alguns nutrientes nas folhas, caule e raizes de B. dracunculifolia foi
modificado pelo As (Figuras 12 e 13). O contetdo de fosforo (P) variou significativamente
(p<0,01) em todas as partes das plantas. Na concentracdo de 10 mg.kg™As, as plantas
apresentaram menor quantidade de fésforo (2,499.MS™) nas folhas, seguido pelas plantas
na concentragdo de 200 mg.kgAs, que apresentaram 2,61 g.MS™. Nos caules e nas raizes,
a concentracdo de P diminuiu significativamente (p<0,002) na maior concentracdo de As
utilizada. Nas concentracdes de 5, 25 e 50 mg.kg™As, houve um incremento de P em todas
as partes das plantas. Em todos os tratamentos os maiores conteddos de P foram

verificados nas raizes (Figura 12).
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Com relagdo ao nitrogénio (N), o As provocou mudangas em seu conteudo e a
diferenca entre os tratamentos foi estatisticamente significativa (p<0,01) nas folhas e
raizes. Em todos os tratamentos os maiores teores de N foram encontrados nas folhas. O
grupo controle apresentou em média 18,26g de nitrogénio por quilo de massa seca das
folhas. Nos tratamentos com 5, 10, 25, 50 e 100 mg.kg™, houve um aumento de cerca de
2% no contetido de N. Apenas nas plantas dos tratamentos com 200 mg.kg™As, houve
reducdo de 7% no conteddo de N nas folhas. Os menores conteudos de N nas folhas e
raizes foram do tratamento com a maior dose de arsénio, porém nos caules, 0 menor
contetido de arsénio foi no tratamento com 10 mg.kg™ (Figura 12)

O contetdo de potéssio (K) também foi modificado nos individuos de B.
dracunculifolia. Houve diferenca significativa (p=0,04) nas folhas, porém nos caules e
raizes, as variacdes foram discretas e ndo significativas em funcdo do As em solucdo. No
grupo controle e no tratamento com 10 mg.kg™, o contelido de K nas folhas foi 0 mesmo
(32,59.MS™), enquanto nos demais tratamentos, os teores de K aumentaram entre 4 e 11%.
No caule, 0 menor contetdo de K nas plantas foi no tratamento com a maior dose de As
(200 mg.kg™). Na raiz, o menor contetdo foi no tratamento com 50 mg.kg™, havendo uma
reducdo de 10% com relacédo ao grupo controle (Figura 12).

Os teores de célcio (Ca) foram significativamente influenciados pelo As
principalmente nas folhas e raizes (p<0,02). Houve uma maior reducdo (60%) da
guantidade de Ca nas raizes das plantas dos tratamentos com 200 mg.kg™As, seguido pelo
tratamento com 50 mg.kg™As (53%). Nas folhas, a maior reducéo (10%) foi nas doses de
10 mg.kg™?As, quando comparado ao controle. Foi encontrado pouca ou nenhuma
quantidade de Ca e Mg nas raizes de alguns individuos dos tratamentos com 200 mg.kg’
'As. Com relagdo ao Mg, houve diferenca significativa apenas nas raizes. As maiores
reducdes no contelldo de Mg nas raizes foram nas plantas dos tratamentos com 200 mg.kg
1 (73%) e 50 mg.kg™(56%). Nas folhas houve um aumento de 1 a 18% dos teores de
magnésio nos tratamentos com 5, 10, 25 e 50 mg.kg™, com relagdo ao grupo controle, ja
nos tratamentos com 100 e 200 mg.kg™, houve reducéo de 2 e 12% respectivamente. Nos
caules, os contetidos de Mg reduziram nos tratamentos com 50 e 200 mg.kg™, 7 e 8%
(Figura 12).

Os conteudos de micro nutrientes também foram modificados pela presenca do
arsénio. Houve diferenca significativa (p<0,01) quanto aos teores de cobre (Cu) em todas

as partes das plantas, e a maior reducdo (14%) deste elemento foi nas raizes das plantas do
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tratamento com 200 mg.kg'As. O contetdo de Cu reduziu 13 e 4% nas folhas dos
tratamentos com 100 e 200 mg.kg™. O manganés (Mn) apresentou diferenca significativa
(p<0,0004) quanto ao seu contetdo nas folhas e caules. Os menores teores de Mn
ocorreram nos individuos dos tratamentos com 200 mg.kg?, tendo reduzido 38% nas
folhas, 57% nos caules e 35% nas raizes (Figura 13).

Os teores de ferro (Fe) e zinco (Zn) também foram afetados pelo arsénio. Os
teores de Fe variaram significativamente (p=0,008) apenas nas folhas, com as maiores
reducdes para os individuos do tratamento com 10 mg.kgAs (39%), seguido pelos de 200
mg.kgAs (38%). O tratamento com 200 mg.kg™ apresentou maior reducio (64%) de Fe
nos caules e o tratamento com 25 mg.kg™ apresentou maior reducéo (52%) nas raizes. Por
fim, o conteddo de zinco (Zn) apresentou diferenca significativa (p<0,0002) apenas nos
caules, onde a maior reducdo (12%) ocorreu nos tratamentos com 200 mg.kg™, seguido
pelo tratamento com 100mg.kg™ (2,5%). Nos demais tratamentos com As houve um
aumento no contetido de Zn nos caules, entre 2 e 11% (Figura 13).
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Figura 12: Concentragdo (media e erro padrdo) de arsénio (A), fésforo (B), nitrogénio (C),
potéssio (D), célcio (E) e de magnésio (F) em folhas, caule e raizes de Baccharis dracunculifolia,

sob diferentes tratamentos com As.
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Figura 13: Concentragdo de micronutrientes, cobre (A), manganés (B), ferro (C) e zinco (D) em
folhas, caule e raizes de Baccharis dracunculifolia, sob diferentes tratamentos com As. Os dados
representados sdo as médias e erro padréo.
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DISCUSSAO

Todas as amostras de superficie de solos analisadas, coletadas em Nova Lima,
excederam a média global (7,5 mg.kg*As) e todos os valores minimos recomendados pelos
6rgdos nacionais e internacionais (que ndo ultrapassa 100 mg.kg™ As). No Quadrilatero
Ferrifero, espécies de As ocorrem no minério de ouro, principalmente como piritas,
pirrotitas e arsenopiritas (Deschamps & Matschullat 2007). Os altos teores de As
encontrados em Nova Lima se devem ao fato de terem sido encontrados em areas proximas
ou sobre depdsitos de rejeitos de mineracdo (Deschamps et al. 2002, Daus et al. 2005).
Esta alta concentracdo do elemento pode ser explicada pela prevaléncia dos longos anos de
atividade mineracdo e fundicdo na regido. Além disto, na margem direita do ribeirdo
Cardoso, proximo a area 3 amostrada (Fig.2), funcionava uma fabrica de trioxido de
arsénio, o qual contribuiu extensivamente para a contaminacédo deste local (Deschamps &
Matschullat 2007).

No presente estudo, mesmo nas areas onde foram encontrados os menores teores de
As no solo, foram encontrados mais de 13 mg.MS™ nas folhas dos individuos de B.
dracunculifolia. O arsénio tem efeito fitotoxico para a maioria das plantas e é raro
encontrar naturalmente nas plantas valores que excedam 1 mg.kg™ de peso seco (Zhao et
al. 2010). Todavia, plantas que conseguem sobreviver em solos toxicos metaliferos
apresentam mecanismos bioldgicos de resisténcia e/ou tolerancia ao metal presente no solo
(Whiting et al. 2004). B. dracunculifolia ndo é uma planta exclusiva de areas mineiradas,
sua distribuicdo ocorre em uma variedade de bidtopos naturais e locais sujeitos a varios
graus de distarbios antrépicos (Aradjo et al. 1995, Gomes & Fernandes 2002). Diante
disto, pode-se afirmar que a espécie estd bem adaptada a estas areas contaminadas em
Nova Lima tendo em vista sua ampla distribuicdo inclusive proxima aos rejeitos de
mineracao.

Nos experimentos controlados em casa de vegetagdo, Baccharis dracunculifolia
apresentou tolerancia na presenca de arsénio. Foi observado um aumento da biomassa nas
plantas dos tratamentos com até 10 mg.kg™*As enquanto em concentracdes acima de 10
mg.kg* As, B. dracunculifolia apresentou reducdo de biomassa e alteracdo de alguns
parametros de crescimento. Alteracfes na biomassa pela presenca de As tém sido reportada
em algumas espécies de plantas (Li et al. 2007, Liu et al. 2005). Individuos de

Lycopersicum esculetum, quando submetidos a tratamento com apenas 10 mg.kg™As,
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apresentaram significativa reducdo da biomassa (Carbonell-Barrachina et al. 1997). Por
outro lado, em De La Rosa et al. (2006), o arsénio na concentracio de 4mg.L™, promoveu
um aumento da biomassa de Salsola kali, mas o comprimento das raizes foi reduzido nesta
mesma concentracdo. Cao et al. (2004) demonstraram que individuos de Pteris vitatta
apresentaram ganho de biomassa quando expostas a 20 mg.kg™As; porém em outro estudo,
Tu & Ma (2005) demonstraram que a mesma espécie apresentou redugdes no crescimento
em concentraces de As maiores que 100 mg.kg™ solo.

E comum ocorrer 0 aumento de biomassa em concentragbes mais baixas de arsénio,
especialmente em plantas tolerantes. Porem, o crescimento das plantas nem sempre ocorre
e algumas vezes é apenas temporario e ap6s um periodo de exposi¢do ao elemento, pode
ainda reduzir o comprimento da planta (Gulz 2002). A reducdo no crescimento € um dos
mais frequentes sintomas observados numa condicdo de estresse ambiental em plantas
(Kabata-Pendias 2011).

Embora tenha apresentado reducdo em alguns parametros de crescimento e
apresentado alguns sintomas de toxicidade, como necrose e clorose de folhas, em funcao
do aumento da concentracdo de As no solo, B. dracunculifolia demonstrou apresentar
mecanismos de resisténcia que a permitiu manter o crescimento quase inalterado. Além
disto, os individuos produziram novas ramificagdes e novas folhas mesmo em elevadas
concentracdes de As. Além disto, B. dracunculifolia ndo demonstrou sensibilidade da raiz
ao elemento. A maior reducdo no comprimento da raiz, observada na maior dose de As
utilizada (200mg.kg™), foi de apenas 5% quando comparado ao grupo controle.
Normalmente o sistema radicular apresenta sintomas severos de injuria tais como reducdo
no crescimento e morte devido ao contato direto com o As (Abedin & Meharg 2002, Wang
et al. 2010). Estas observacdes reforcam a hipdtese da planta ser tolerante a este elemento
toxico.

A elevada concentracdo de arsénio disponivel no solo afeta a maioria das espécies
pela sua toxicidade (Rahman et al. 2008). O elemento atua negativamente no metabolismo
da planta influenciando no seu crescimento e desenvolvimento. Os sintomas mais comuns
associados a fitotoxicidade do arsénio s@o: menor taxa de germinagdo (Abedin & Meharg
2002), reducéo no crescimento, seja das raizes, ou da parte aérea com diminuicdo da altura
das plantas, diminuicdo do nuamero de folhas e producdo de massa seca (Carbonell-
Barrachina et al. 1997, Abedin & Meharg 2002, Deschamps & Matschullat 2007).

Segundo Meharg & Macnair (1991), espécies de plantas sensiveis ao As sofrem
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consideravel estresse quando expostas e apresentam sintomas que variam desde a redugdo
no crescimento até a morte.

Além da capacidade de manter seu crescimento, todos os individuos de B.
dracunculifolia conseguiram acumular o elemento nos seus tecidos. Outro ponto
importante a destacar ¢ o fato dos teores de arsénio nas plantas terem aumentado
progressivamente com a elevagdo da concentracdo de arsénio no solo. Estes dados
corroboram com estudos de Lokhande et al. (2010) com Sesuvium portulacastrum. Por
outro lado, Daus et al. 2005, realizaram estudos no Quadrilatero Ferrifero com Baccharis
trimera que apresentou baixa concentragdo de As nos seus tecidos (menos de 15pg.g™ do
peso seco da planta). Estudos de Carbonell-Barrachina et al. (1997) demonstraram que
com menos de 10 mg.L™* As, Phaseolus vulgaris L. apresentaram sintomas de toxicidade e
nesta concentracdo as plantas morreram. Ja B. dracunculifolia foi capaz de armazenar
177,1 mg.kg™ de As total e tolerar até 200 mg.kg?As no solo. Estes resultados sugerem
que B. dracunculifolia apresenta mecanismos adaptativos de resisténcia ao As,
possivelmente por supressdo do sistema de absorcdo de alta afinidade de P e sintese de
compostos que promovem a desintoxicacdo intracelular do As absorvido. Dentre 0s varios
mecanismos de desintoxicacdo do As, esta a sintese de fitoquelatinas, ja demonstradas em
estudos com diversas espécies quando expostas ao As (Schmoger 2000).

Individuos de B. dracunculifolia conseguiram armazenar em média 79% do As nas
suas raizes. Estudos com Oryza sativa demonstraram que a espécie também armazena a
maior parte do arsénio nas suas raizes (Chaturvedi 2006, Rahman et al. 2008, Bhattacharya
et al. 2009). Carbonell-Barrachina et al. (1997) demonstraram que em Lycopersicum
esculetum 83,2% do As ficou estocado nas raizes e apenas 7,3% atingiram as folhas.
Exceto para hiperacumuladoras, o As apresenta baixa mobilidade quanto a sua
translocacdo das raizes para a parte aérea (Zhao et al. 2008). Por isto, em geral, as raizes
contém niveis mais elevados de As que o caule, folhas ou frutos (Deschamps &
Matschullat 2007). Provavelmente a limitacdo do transporte de As para a parte aérea se
deve a rapida reducdo do arsenato a arsenito, que por sua vez é complexado com tidis e
possivelmente sequestrado nos vacuolos das células radiculares (Zhao et al. 2008). Esta
caracteristica € muito importante tendo em vista que o elemento fica praticamente retido
em um orgdo da planta diminuindo a chance de passar para outros niveis troficos e assim

contaminar a comunidade de organismos e teias tréficas associadas.
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Fator de transferéncia (FT) e fator de bioacumulacdo (FBA) sdo utilizados para
avaliar a capacidade das plantas de absorver metais do meio externo e a capacidade de
transferir metais para os 0rgdos superiores, desta forma, estes fatores tém sido
considerados na selecdo de plantas para processos de fitorremediacdo (Ma et al. 2001,
Visoottiviseth et al. 2002, Zhao et al. 2010). Em B. dracunculifolia a maior parte do
arsénio ficou acumulado nas raizes apresentando, portanto, FT menor que 1, ndo podendo
assim, ser considerada uma hiperacumuladora. A estratégia utilizada por B. dracunculifolia
para tolerar o meio com As, € o de exclusdo do elemento. Esta caracteristica constitui em
um dos principais mecanismos utilizados por plantas na tolerancia a metais (Carbonell-
Barrachina et al. 1997, Meharg & Hartley-Hitaker, 2002). A exudacé&o radicular de ligantes
organicos é considerada uma das estratégias mais importantes para as plantas conseguirem
excluir metais, quelando-os na rizosfera ou no apoplasto, impedindo sua entrada no
simplasto, 0 que permite a espécies tolerantes restringirem a absorcéo e translocacdo de
metais (Baker, 1987). Outra estratégia é a compartimentacdo do elemento em vacuolos ou
sua quelacdo no citoplasma (Nascimento & Xing 2006, Burld et al. 2009). Estudos
anatdmicos e bioquimicos futuros auxiliardo no entendimento deste processo nesta espécie.
Foram identificadas até hoje poucas espécies hiperacumuladoras de As, sendo todas elas
pteriddfitas (Zhao et al. 2008, Zhao et al. 2010). Pteris vitatta consegue acumular acima de
20.000 pg.g*As (Ma et al. 2001) e Pityrogramma calomelanos acumula mais de 8.000
1g.g As da sua massa seca (Francesconi et al. 2002).

Os valores de FBA foram maiores que 1 em todos os tratamentos, porém estes
valores encontrados foram baixos quando comparados com outras espécies. Estudos com a
espécie Sesuvium portulacastrum, que nao é uma planta hiperacumuladora, apresenta FBA
com valores entre 12 e 36, dependendo da concentracdo de As no meio (Lokhande et al.
2010). Por outro lado, de acordo com Wang et al. (2010) a transferéncia do arsénio do
solo para aplanta na maioria das espécies de plantas € baixa. Os baixos valores de
FBA encontrados podem ser explicados pela disponibilidade do As no solo. Fatores como
pH, potencial redox, composi¢cdo do solo, conteddo de Al, Fe e Mn influenciam a
mobilizagdo e biodisponibilidade do As no solo (Visoottiviseth et al. 2002, Gulz 2002). Os
solos utilizados neste estudo apresentaram pH6,0, alto contetdo de matéria organica e altas
concentracdoes de Al e Fe. Em geral hd um aumento da toxicidade do arsénio em pH’s
abaixo de 5, pois oxicompostos de Fe e Al, que normalmente se ligam ao As, tornam-se

mais soltveis (Campos et al. 2007, Deschamps & Matchulat 2007). Em solos com pH’s
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mais proximos a neutros, também aumentam a mobilidade do As (WHO 2001, Deschamps
& Matchulat 2007, Campos et al. 2007). Além disto, solos com elevado teor de Al e Fe
apresentam maior capacidade de adsorcdo de As (Fitzpatrick 1998, Visoottiviseth et al.
2002, Campos et al. 2007, Zhao et al. 2008).

Metais pesados também podem interferir no metabolismo vegetal, afetando a
absorcéo de elementos essenciais pelas plantas (Cao et al. 2004, Tu & Ma, 2005). Neste
estudo foi observado que o As, sobretudo em elevadas concentracfes, influenciou na
absorcéo de nutrientes pelos individuos de B. dracunculifolia.

A presenca do arsénio apresentou significativa influéncia na concentragdo de
fosforo em todas as partes das plantas. Nos tratamentos com 5, 10, 25, 50 e 100 mg.kg™As,
houve um incremento nos teores de P nas plantas, porém no tratamento com 200 mg.kg
'As a concentracio de P diminuiu, especialmente nas raizes. A reducdo da absorgdo de P
pelas plantas, verificado em B. dracunculifolia, em elevada concentracdo de As no meio, é
provavelmente resultado da fitotoxicidade do elemento no sistema radicular e devido a
competicdo do P e As (Carbonell et al. 1998, Wang et al. 2002, Cao et al. 2004). Tu & Ma
(2005) verificaram que em concentragdes acima de 200 mg.kgAs, Pteris vittata
apresentou menores teores de P nos tecidos e o crescimento da planta foi retardado. A
absorcdo de As e P ocorre pelas mesmas proteinas transportadoras, embora exista uma
maior afinidade pelo fosfato. Portanto, se h4 maior quantidade de fosfato, 0 mesmo sera
absorvido mais efetivamente tornando-o assim, o mais eficiente inibidor da absorcdo de
arsenato em plantas (Meharg & Hartley-Whitaker 2002, Zhao et al. 2008).

O fato de haver uma diminuicdo no teor de P absorvido pela planta sugere a
ativacdo de um mecanismo de desintoxicacdo de As (Visoottiviseth et al. 2002), pois sua
taxa de influxo foi reduzida. Assim, o arsenato que chega a célula é metabolizado antes de
promover injdrias irreversiveis na estrutura celular (Meharg & Macnair 1991, Meharg
2003). Este mecanismo de resisténcia ao arsenato envolve a supressdo do sistema de alta
afinidade de absorcdo fosfato/arsenato, permitindo que estas plantas reduzam a absorgéo e
otimizem os mecanismos de desintoxicacdo do As do meio celular. Este mecanismo ja foi
verificado em espécies como Holcus lanatus (Quaghebeur & Rengel 2003), e Pteris vittata
(Wang et al., 2002); porém s&o necessarios mais estudos para investigar se realmente
acontece uma supressdao do sistema de alta afinidade de absorcdo de fosforo em B.

dracunculifolia.
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O nitrogénio ¢ um importante componente da sintese de aminoacidos. O N foi
encontrado predominantemente nas folhas de B. dracunculifolia, porém tanto nas raizes
quanto na parte aérea o conteudo de N reduziu na maior concentracdo de As utilizada. Em
resposta ao estresse oxidativo, as plantas aumentam as atividades das enzimas
antioxidantes (como catalase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase) e por isto a
planta necessitaria de um maior suprimento de N, levando entdo a uma maior absorcéo do
elemento (Cao et al 2004). Foi encontrada uma relacdo positiva entre aumento de As e N
nas folhas das plantas de B. dracunculifolia nos tratamentos com 5, 10, 25, 50 e 100
mg.kg™As.

Elevadas concentracdes de As (50, 100 e 200 mg.kg™) provocaram um aumento da
concentracdo de Ca nas folhas. Carbonell et al. (2008) também descreveram um aumento
dos teores de Ca nas folhas em S. alterniflora quando em elevadas concentracdes de As. O
aumento nos niveis de Ca ocorre como uma reacao a toxicidade do As (Mengel & Kirkby
2001). Nas raizes, houve diminuicdo da absorcdo de Ca quando em elevados teores de As.
Baixas concentracfes de Ca também foram verificados em P. vittata (Tu & Ma 2005, Cao
et al. 2004). O calcio é de fundamental importancia na manutencdo da permeabilidade e
integridade das membranas celulares (Tu & Ma 2005), mas apesar da reducdo deste
elemento em plantas dos tratamentos com elevada concentracdo de As, ndo foram
verificados danos visuais no sistema radicular de B. dracunculifolia.

Assim como o calcio, 0 magnésio também foi menos absorvido pelas raizes de B.
dracunculifolia nas concentracdes mais elevadas de As (50, 100 e 200 mg.kg™). As
principais fungdes do Mg é ser constituinte estrutural das moléculas de clorofilas alem de
ser co-fator em diversas enzimas que participam de reacdes de fosforilacdo (Tu & Ma
2005). Existem evidéncias que apontam que a elevacdo dos niveis de As pode inibir os
processos de fosforilacdo oxidativa e por este motivo a planta acaba por diminuir a
absorcéo de Mg (Carbonell et al. 1998).

O aumento da concentracdo de arsénio no meio provocou um aumento na absorcao
de K pelas folhas de B. dracunculifolia. Segundo Tu & Ma (2005) as concentracdes de K
nas folhas das plantas normalmente encontram-se entre 10 e 50 g.MS®. Em B.
dracunculifolia os valores de K ficaram em torno de 32 g.MS™ nas folhas dos individuos
do tratamento controle e nas plantas de todos os tratamentos com As, ocorreu uma
elevacdo dos teores de K nas folhas. Estes dados sdo corroborados pelos estudos de Tu &

Ma (2005) que também verificaram este comportamento. O potassio esta relacionado com
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a sintese de proteinas, crescimento das plantas e atua como um cation para contrabalancear
anions nas plantas. Desta forma, o aumento na absor¢do de K pela planta ocorre para
balancear a excessiva entrada de anions provocada pela absorcdo de As (Mengel & Kirkby
2001). Resultado similar foi encontrado por Carbonell et al. (1998) que encontraram
aumento na concentracdo de K em funcéo da elevacdo de As na parte aérea de Spartina
alterniflora.

O As também alterou o contetdo de micronutrientes em B. dracunculifolia. Os
micronutrientes estdo relacionados a varios sistemas enzimaticos nas plantas (Kabata-
Pendias 2011). O Mn foi menos absorvido pelas plantas apenas nos tratamentos com 200
mg.kg ™ As. Em todos os outros tratamentos, as plantas apresentaram maiores teores de Mn
em todas as partes das plantas quando comparados ao grupo controle, além disto, 0 Mn
absorvido foi encontrado em maior quantidade nas folhas. Resultados semelhantes foram
encontrados em P. vittata submetida a tratamentos com As (Cao et al. 2004, Tu & Ma
2005). O arsénio influenciou os contetdos de Cu em todas as partes das plantas, mas 0s
maiores niveis do elemento foram encontrados nas raizes. Em Pteris vittata, ao contréario, o
Cu ndo foi alterado pela presenca de As (Tu & Ma 2005). O Cu é um elemento essencial
para as plantas e esta relacionado a processos fotossintéticos, metabolicos e mecanismos de
resisténcia a doengas (Kabata-Pendias 2011). A deficiéncia de Cu pode estar relacionada a
sintomas como necroses e cloroses, principalmente em folhas novas. Em B. dracunculifolia
o Cu foi encontrado em menores doses nas concentracdes de 100 e 200 mg.kg™As,
podendo entdo ser uma das causas para as necroses e cloroses observadas em algumas
folhas.

A presenca do arsénio em B. dracunculifolia estimulou uma maior absorc¢do de Zn,
em todas as concentracdes de As usadas, assim como em Cao et al (2004). O aumento dos
teores de Zn nas plantas possivelmente estd ligado a defesas da planta em diminuir os
efeitos toxicos do As (Kabata-Pendias 2011). Os teores de ferro também foram afetados
pela presenca do As em quase todos os tratamentos. Estes resultados sdo corroborados
pelos trabalhos de Tu & Ma (2005). Os sintomas de deficiéncia em Fe estdo relacionados a
clorose nas folhas, diminuicdo do crescimento das plantas, entre outros (Kabata-Pendias
2011).

Embora B. dracunculifolia tenha demonstrado alguns sintomas de toxicidade,
apresentado reducdo de crescimento e alteragdo do estado nutricional, os resultados

indicam que a espécie conseguiu sobreviver a niveis muito altos de As no solo,
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demonstrando apresentar mecanismos de resisténcia/tolerancia ao elemento. B.
dracunculifolia pode ser utilizada em recuperacdo de areas contaminadas por As,

possivelmente no estagio inicial de regeneracéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das hiperacumuladoras naturais de As, como P. vittata, conseguirem
armazenar grande quantidade deste elemento em seus tecidos, 0 crescimento destas
espécies normalmente é limitado a certos habitats e clima. Baccharis dracunculifolia
apresenta crescimento rapido, ciclo de vida curto, alta taxa de propagacdo e consegue
acumular grande quantidade de biomassa (Tabarelli & Mantovani 1999, Gomes &
Fernandes 2002). Apesar de ndo ser uma planta hiperacumuladora de As, B.
dracunculifolia consegue sobreviver em concentragdes muito altas deste metaldide, acima
de 8.000 mg.kg™, sendo assim, mais estudos devem ser realizados com esta espécie a fim
de se entender melhor os mecanismos de tolerancia envolvidos e assim, confirmar seu uso

em técnicas de fitorremediacao.

Apesar de B. dracunculifolia ter demonstrado maior sensibilidade ao As nos
estagios iniciais de desenvolvimento, a espécie demonstrou que consegue se desenvolver
nestes ambientes contaminados, corroborado pelos resultados das anélises dos individuos
coletados em Nova Lima e das plantas submetidas a tratamentos com diversas

concentracdes de As em casa de vegetacdo.

O fato de B. dracunculifolia restringir o acimulo de arsénio nas suas raizes, a
caracteriza como planta exclusora. Esta caracteristica é interessante para o0 uso desta
espécie em técnicas de fitoestabilizacdo. Esta técnica é aplicada para revegetacdo de locais
contaminados com o uso de plantas que toleram sobreviver nestas areas e conseguem
promover uma estabilizacdo mecanica do poluente por meio da sua imobilizagdo no
sistema radicular. Estas plantas acabam proporcionando o restabelecimento de uma
cobertura vegetal e assim formam um substrato adequado para que outras espécies possam
colonizar e sobreviver, da mesma forma que evitam erosdo e previne o transporte do
poluente por processos de lixiviagdo (Fitz & Wenzel 2002) evitando a contaminacdo de
aquiferos e a entrada destes metais na cadeia produtiva (Whiting et al. 2004). Portanto a

identificacdo de novas espécies tolerantes torna-se de suma importancia.
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