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RESUMO

A atividade carbonifera brasileira estd concentrada no sul do Brasil, regido que apresenta
as maiores reservas do pais. A implementacdo de medidas de redugdo do impacto
ambiental gerado pela atividade carbonifera inclui o manejo adequado dos residuos da
extragdo e das cinzas geradas durante a queima do carvao mineral. Dentre estas medidas, a
restauragdo por meio da revegetagdo ecoldgica tem se tornado uma necessidade. O
presente estudo teve por objetivo avaliar alguns dos processos que envolvem a relagao
entre a mamona (Ricinus communis L.) e as cinzas de carvdo mineral. O estudo abrangeu
as caracteristicas do estabelecimento de uma comunidade espontinea numa area de
depdsito de cinza de carvdo mineral e sua potencialidade de ser um sistema vegetal
eficiente para a restauragdo ecoldgica de areas impactadas. Sob condigdes controladas, em
laboratodrio, foi determinado o potencial fitorremediador da mamona avaliando o efeito de
metais pesados, cromo hexavalente (cromo VI) e niquel (Ni) em processos fisiologicos e
na anatomia da planta. Os experimentos a campo foram realizados em deposito de cinza de
carvido localizado na Termelétrica de Sdo Jer6nimo-RS e, os trabalhos em casa de
vegetacao utilizaram cinzas desta usina para o cultivo da mamona. Os resultados dos
experimentos no campo demonstraram que a comunidade vegetal, espontaneamente
estabelecida no depdsito de cinza, ¢ um modelo eficiente para a restauracdo e que a
mamona desempenha uma fungdo importante na sucessdo desta comunidade vegetal. Os
resultados das andlises em condigdes controladas mostram que a deficiéncia de
macronutrientes da cinza foi o principal fator limitante para o crescimento da espécie. A
mamona apresenta o comportamento de uma planta indicadora de niquel, sendo que
concentragdes acima de 60 puM foram toxicas as estas. As andlises fisiologicas e

anatomicas possibilitaram demonstrar que estas concentracdes causaram danos no processo



fotossintético e inibiram o crescimento das raizes laterais. Estes danos possivelmente estao
associados a localizagdo do niquel nos tecidos foliares e radicais. No caso do cromo (VI)
para concentragdes menores de 90 uM, ndo foram observados sintomas de toxidez,
possivelmente, porque a maior parte do cromo absorvido ¢ mantida nas raizes. O estudo
conclui que a mamona mostra ser uma espécie eficiente para o sistema de restauracio e
pode contribuir para a fitoestabilizacdo de cromo e niquel em areas de deposito de cinza de

carvao mineral
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ABSTRACT

The Brazilian carboniferous activity is concentrated in the Southern region, the area where
the country’s biggest reserves are located. Measures to reduce the environmental impact
from carboniferous activity include the adequate management of coal extraction’s residues
and the ashes generated during the coal combustion. Amongst those measures, restoration
through ecological revegetation has become a necessity. This study aimed to assess some
of the processes involving the relation between the castor beans (Ricinus communis L.) and
the coal ashes. The study included the characteristics of a spontaneous community
establishment in an area of mineral coal ash deposition and its potential of being an
efficient vegetal system for the restoration of impacted areas. Under laboratory controlled
conditions, it was determined the castor beans’ potential for phytoremediation, assessing
the effects of the heavy metals chromium (hexavalent, Cr VI) e nickel (Ni) on some of the
physiological processes and in the plant anatomy. The field experiments were performed in
a coal ash deposit area, located in a thermoelectric power plant in Sdo Jeronimo-RS and,
the greenhouse investigation used ashes from this power station to grown castor beans. The
results of the field experiments have demonstrated that the vegetal community,
spontaneously established in the ash deposit, is an efficient model for the revegetation and
have shown that castor bean represent a very important function in the vegetal community
succession. The results of the analyses under controlled conditions have shown that the
deficiency of the ash’s macronutrients was the main limiting factor for the growth of castor
bean. Castor bean responds to nickel as indicator species and concentrations above 60 uM

were considered toxic for the plants. The physiologic and anatomic analyses show damage
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to photosynthetic processes and inhibited the growth of lateral roots. These damages are
possibly associated to the localization of nickel in the leaves and roots tissues. In the case
of the chromium (VI), concentrations below 90 uM, showed no symptoms of toxicity,
possibly because most of the chromium absorbed was kept in the roots. The study has
concluded that the castor bean may be an efficient species for the revegetation system and
it can contribute for the phytoestabilization of nickel and chromium in areas of mineral

coal ash deposit.
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ORGANIZACAO DA TESE

Esta tese ¢ composta por:

Introducdo Geral seguida pelas hipoteses e objetivos;

Referencial Teorico;

Quatro capitulos, que sdo uma seqiiéncia das etapas realizadas para atingir os
objetivos propostos € ndo foram elaborados como artigos cientificos independentes. Isto
porque entendemos que a escrita em forma de artigo levaria a perda de muitas das
informagdes as quais sdo necessarias para a compreensdo do trabalho, ja que esta tese
envolve diferentes escalas de trabalho. Porém, posteriormente serdo publicados como
artigos independentes;

Consideragoes Finais; e

Referéncias Bibliograficas (paginas finais), que correspondente somente aos itens
Introducdo Geral e Referencial Teorico. As referéncias de cada capitulo encontram-se

citadas no final de cada capitulo.
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INTRODUCAO GERAL

A grande demanda por energia em paises em desenvolvimento, como o Brasil, tem
gerado uma discussdo profunda a respeito das conseqiiéncias ambientais decorrentes da
instalacdo de novas unidades geradoras de energia. Nesse contexto, o carvdo mineral
assume uma condi¢do de destaque ja que, por exemplo, 40% da energia elétrica mundial
provém da queima deste minério (International Energy Agency- IEA, 2004). O carvao
mineral apresenta a grande vantagem de diversificar a matriz energética aumentando as
possibilidades de crescimento econdmico. Entretanto, muitos estudos apontam para os
impactos ambientais gerados pela extra¢do, queima e disposi¢ao dos residuos, inclusive a
sua contribui¢do para o aquecimento global. Além dos problemas decorrentes da emissao
de poluentes na atmosfera, salienta-se o grande impacto sobre o solo e recursos hidricos.

Os principais estudos realizados nesta area abordam, principalmente, o impacto da
disposi¢ao dos rejeitos que causam a drenagem acida pela oxidacdo da pirita. Entretanto,
cresce o interesse € a necessidade de avaliar o impacto das cinzas de carvao, que € o
residuo proveniente da queima do minério. Grande propor¢do das cinzas ¢ depositada
sobre o solo nos arredores das usinas, formando grandes depositos que comprometem a
vegetacdo ¢ a fauna locais (Puhshon et al., 2003), além de serem fontes importantes de
contaminag¢ao para o solo e a dgua.

Sendo assim, o desenvolvimento de projetos para a recuperagdo dos ambientes
degradados pela mineragdo e pelos depositos de residuos de carvao tem sido um desafio
para técnicos e pesquisadores. As agdes recuperadoras destes locais sdo baseadas no uso
de medidas de protecdo do solo, sendo de importancia fundamental a formacao de
cobertura pela vegetagdo. Entretanto, existe uma grande dificuldade que ¢ o conjunto das
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas dos rejeitos e cinzas que sao desfavoraveis, e
freqlientemente limitantes, ao crescimento de plantas. Nas areas de depositos de rejeitos e
cinzas de carvao mineral a presenga de condigdes extremas de pH, baixa disponibilidade
de nutrientes, presenca de metais pesados em niveis toxicos e a falta de propagulos sdo
fatores que dificultam o crescimento das plantas e, conseqiientemente, a revegetacao.

Em muitos casos, a indicagdo das espécies para a revegetagao ¢ feita somente em
funcdo da disponibilidade de mudas ou sementes. Porém, nem sempre as espécies sao
tolerantes as condi¢des adversas destas areas, o que determina o fracasso do projeto de

restauracdo, especialmente em médio e longo prazo. Como alternativa, trabalhos tém sido
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desenvolvidos para testar espécies vegetais adequadas para serem introduzidas nestas
areas degradadas. Segundo Resende & Kondo (2001), ¢ importante buscar plantas de
crescimento rapido com baixa demanda de insumos externos e capazes de criar condi¢des
favoraveis aos mecanismos de regeneracdo natural da area degradada. Na maioria das
situagoes ha necessidade de intervengdo para a melhoria do substrato antes de se iniciar a
revegetacdo.

A utilizacdo de espécies que apresentam tolerancia a metais pesados pode ser uma
estratégia importante para o inicio de um processo de restauragdo ecoldgica de areas
impactadas por residuos de carvdao. Além de sobreviverem nestes ambientes, algumas
espécies vegetais podem acumular quantidades elevadas de metais pesados promovendo a
descontaminac¢do do solo ou a estabilizacdo dos elementos na area, processo denominado
de fitorremediagao.

A fungdo fitorremediadora de uma espécie s6 podera ser estabelecida se as
respostas da planta ao aumento da concentracdo de determinado elemento for conhecida.
Assim, testes de toxidez sdo importantes e visam estabelecer os limites de toxidez e as
alteragdes que a planta pode sofrer com o aumento da concentragdo do metal. Além disso,
o conhecimento das espécies em comunidades naturais e a capacidade de concentragao de
metais pesados em seus tecidos contribuem com a compreensao das complexas relagdes
substrato-planta presentes em um processo de restauracdo ecoldgica. A partir destas
avaliagdes, ¢ possivel indicar a capacidade da espécie para a fitorremediagdo e avaliar a
contribuicdo desta dentro do contexto da restauracdo do ambiente.

O desenvolvimento desta tese de doutorado teve como motivagao o estudo de uma
comunidade vegetal que se desenvolve espontaneamente sobre cinzas de carvao e enfocou
as respostas fisiologicas e anatdmicas da mamona (Ricinus communis L.) a metais

pesados. Neste contexto, as hipoteses a seguir foram levantadas.

Introdugdo geral 2



HIPOTESES

As observagoes feitas a campo, onde a espécie R. communis parece ser uma planta
pioneira na colonizacdo espontanea de areas de deposito de cinzas de carvao mineral,
aliadas aos dados obtidos em experimentos anteriores, que mostraram que plantas na area
do deposito apresentam concentracdoes de alguns metais pesados acima dos limites

considerados normais, permitiram a formulacao das seguintes hipoteses:

- A vegetagdo espontanea estabelecida na area de depdsito de cinza permite a sucessao
vegetal e, portanto pode ser um bom modelo para a restauracdo ecologica de areas

impactadas por este residuo.

- A espécie R. communis L. apresenta capacidade de acumular metais pesados e por
isso a presenga da mesma em depdsito de cinzas de carvdo mineral tem um papel
importante na melhoria das condi¢des quimicas e fisicas do substrato, permitindo

assim o estabelecimento de outras espécies vegetais.

- A capacidade de R. communis de acumular metais pesados estd associada a
mudancgas fisiolégicas e anatdomicas que atuam na reducdo dos efeitos toxicos

causados pelas concentracdes excessivas de metais pesados.

Para tanto, os objetivos a seguir foram formulados.

OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho foram: (i) avaliar se a vegetacao
espontaneamente estabelecida em deposito de cinza de carvdo mineral representa um
sistema vegetal eficiente para a restauracdo de areas impactadas por este residuo,
identificando a relagdo de R. communis com os metais pesados presentes na cinza. (ii)
determinar o potencial fitorremediador da mamona a partir de estudos de campo e em
condi¢des controladas avaliando o efeito de metais pesados especificos em processos
fisiologicos e na anatomia das plantas.

Cada capitulo contempla um dos seguintes objetivos especificos:
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I - Avaliar se a comunidade vegetal espontancamente estabelecida em um depodsito de
cinza de carvao mineral poderd ser utilizada como modelo para o inicio de uma
restauragdo ecologica de areas com degradacdo semelhante, enfatizando a fungdo da
mamona Ricinus communis L. neste sistema, por ser esta a espécie visualmente

predominante na area de estudo;

IT - Avaliar em condicdo de maior controle experimental, em casa de vegetagdo, a
influéncia da cinza de carvao mineral no crescimento e na concentragcdo de metais pesados

em plantas de R. communis, bem como, na fotossintese.

III - Determinar a distribuicdo de niquel e cromo (VI) em R. communis e avaliar as
concentragdes fitotoxicas destes metais para a espécie, utilizando medidas de

fluorescéncia da clorofila a e de crescimento das plantas.

IV - Determinar a localizagdo de niquel nos tecidos de raizes e de folhas de R. communis e
avaliar o efeito deste metal na anatomia e na absor¢do e no transporte de outros

micronutrientes (Cu, Fe, Zn).
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P

REFERENCIAlL TEORICO

1- CARVAO MINERAL, USO E IMPACTO AMBIENTAL

1.1- Uso de carvao mineral

De acordo com o ultimo relatorio da IEA (International Energy Agency, 2007)
entre 2002 e 2030 a demanda de carvao deve crescer anualmente 1,4% e em 2030 o
consumo de carvdo deve ultrapassar sete bilhdes de toneladas. No Brasil, o carvao
representa apenas 6,6 % da matriz energética. As reservas nacionais de carvao sdo de
aproximadamente 31,7 bilhdes de toneladas representando apenas 1,2 % das reservas
mundiais. As principais reservas brasileiras de carvao mineral estdo localizadas na regido
Sul, sendo que o Rio Grande do Sul detém aproximadamente 90% das reservas nacionais
(Agencia Nacional de Energia e Eletricidade -ANEEL, 2003).

O carvao ¢ uma complexa e variada mistura de componentes organicos solidos,
fossilizados ao longo de milhdes de anos. Pode ser definido como uma rocha sedimentar
combustivel, formada a partir de determinados vegetais encontrados em diferentes estados
de conservacdo e tendo sofrido soterramento e compactagdo em bacias originalmente
pouco profundas, possuindo teores varidveis de carbono, oxigénio e hidrogénio de acordo
com os diversos estagios de transformagdo dos vegetais em carvao (Abreu, 1973 apud
Guerra, 2000). Sua qualidade ¢ determinada pelo contetido de carbono, que varia de
acordo com o tipo e o estdgio dos componentes organicos e segue a seguinte ordem de
purificagdo: turfa (45% de carbono), linhito (60 a 75%), hulha (75 a 85%) e antracito
(90%). Os carvoes brasileiros sdo de dificil classificagdo e apresentam altos teores de
cinza e enxofre da ordem, de 50% e 25%, respectivamente. Esse elevado grau de
impureza contribui para o baixo indice de aproveitamento de carvao no Brasil (ANEEL,
2003).

A utilizagdo do carvdo como recurso energético gera quantidades significativas de
residuos, os quais constituem grande problema ambiental, afetando diretamente o solo, a
agua e o ar. No Rio Grande do Sul e, especialmente, em Santa Catarina, a disposi¢ao
inadequada dos residuos de carvdo causou e causa grave impacto ambiental, com
comprometimento da qualidade dos recursos hidricos e do solo, sendo que somente a
partir do final da década de 80 comegaram a ser reparados (Zocche, 1989, Zanardi &

Porto, 1991, Marcomin & Porto 1998, Binotto et al., 1999).

Referencial teorico 5



1.2- Producéo de residuos pela atividade carbonifera

A atividade carbonifera gera diferentes impactos no ambiente ao longo de toda a
cadeia que engloba as etapas de mineragdo, beneficiamento e industrializagdo. Durante a
mineragdo, que pode ser a céu aberto ou subterranea, o maior impacto ¢ diretamente no
solo. Na lavra a céu aberto, a camada superficial do solo ¢ completamente removida
promovendo a destrui¢do da flora e da fauna locais, perda da microfauna do solo e da
matéria organica. A exposicao das camadas inferiores torna-as mais suscetiveis a erosao
causando assoreamento das drenagens (Bugin, 2002). Outro problema ¢ a exposi¢do da
pirita as condi¢des oxidantes formando a drenagem &cida. A pirita é uma rocha rica em
sulfato que ocorre associada ao carvao, que, em condi¢cdes oxidantes, forma &acido
sulfurico, que solubiliza minerais, dentre eles metais pesados. Estes, se tornando
disponiveis aos organismos vegetais, podem posteriormente entrar na cadeia trofica
(Carson et al., 1982).

Na etapa de beneficiamento, as impurezas como argila e pirita sao retiradas do
carvao por diferentes processos, os quais sdo classificados pela granulometria do carvao
(Sampaio, 2002). A maior parte destes processos utiliza agua para facilitar a separacdo do
carvao. A agua e as impurezas, conhecidas genericamente como rejeitos, podem conter
grandes quantidades de metais pesados dependendo do grau de impureza do carvao.
Segundo Akers e Dospoy (1994), os principais metais que podem ser removidos do
carvdo na etapa de beneficiamento s3o: Ni, As, Se, Cd, Cr, Hg e Pb. Alguns
procedimentos, como reaproveitamento e filtragem da dgua e a deposi¢do dos rejeitos nas
cavas de extragdo, sao adotados pelas empresas como forma de diminuir o impacto ao
ambiente.

Na etapa de industrializagdo, o carvao pode ser utilizado em diferentes segmentos:
carboquimica (sintese de metanol, metano, amonia e outros), siderurgia (produgao de ago)
e geracdo de energia elétrica (Ferret et al., 2002; Osorio & Vilela 2002). Nesse ultimo
processo o carvao ¢ queimado em grandes caldeiras de geracdo de vapor que alimentam
turbinas geradoras de eletricidade. A combustdo de carvdo gera grande quantidade de
residuos, chamados genericamente de cinzas.

As cinzas geradas durante a combustdo podem ser de diferentes tipos (Rissato,
1982 apud Rohde 1995): (i) escoria (em inglés: slag ou boiler slag): apresentam
granulometria grosseira e elevados teores de carbono ndo queimado (10-20 %) e sdo

retiradas pelo fundo das fornalhas apds serem resfriadas com agua; (ii) cinzas pesadas ou
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de fundo (botton ash): apresentam granulometria grossa e caem para o fundo das
fornalhas e gaseificadores, sendo freqlientemente retiradas por fluxo de adgua. Contém
geralmente teores de carbono ndo queimado entre 5 e 10 %; (iii) cinzas leves, também
denominadas de cinzas volantes (fly ash): sdo constituidas de particulas extremamente
finas < 0,15mm e que sdo arrastadas pelos gases de combustao das fornalhas. Uma grande
parcela dessas particulas ¢ retirada por sistema de captagdo, tais como filtros de tecido,
ciclones e precipitadores eletrostaticos.

Grandes quantidades de cinzas sdo geradas durante a combustdo dos carvdes
brasileiros. Em média a queima de 1kg de carvao gera 0,5 kg de cinza ¢ 1 kWh de energia
(Companhia de Geragao Térmica de Energia Elétrica -CGTEE, 2007). As cinzas podem
ser utilizadas, por exemplo, na industria cimenteira. Entretanto, dado ao grande volume de
cinzas produzido diariamente somente uma pequena parte ¢ reutilizada. Desta forma, no
Brasil, quando economicamente vidvel, as cinzas sdo depositadas nas cavas de extragdo
do carvao quando esta ocorre a céu aberto. Entretanto, quando as distancias tornam o
transporte das cinzas economicamente inviavel ou o carvdo provém de minas
subterraneas, as cinzas sdo depositadas em areas geralmente adjacentes as termelétricas
(Zocche, comunicagdo pessoal). Sendo assim, inimeras areas de antigos depdsitos de
cinzas podem ser encontradas (Rohde, 1995) e novas continuam a surgir. As areas de
antigos depdsitos foram na maioria das vezes abandonadas sem qualquer programa de
recuperagao.

Na combustdo do carvdo, inumeros metais pesados sdo liberados para o meio
ambiente como material particulado, aerossdis e/ou estdo concentrados nas particulas de
cinzas. A deposi¢do inadequada das cinzas pode levar, facilmente, a contaminacdo do solo
e da dgua. As cinzas podem ser lixiviadas no proprio local, ser transportadas pelos ventos
ou pela erosdo hidrica, contaminando o solo e a agua (Alloway & Ayres, 1996; Benito et
al., 2001). Segundo Martins (2002), alguns carvoes possuem quantidades significativas de
uranio, transformando as termelétricas em fontes significantes de radioatividade.

Os graves problemas ambientais gerados pela extracdo e processamento do carvao
sempre chamaram a aten¢do, e inumeros trabalhos cientificos a respeito do impacto
gerado pelo carvao e estratégias para a redugdo do problema sdo encontrados na literatura
brasileira (Zocche & Porto, 1993; Citadini-Zanette, 1999; Zocche, 2005). Por outro lado,
apesar dos riscos ambientais que as cinzas de carvao mineral representam, no Brasil,
poucos trabalhos tém avaliado o impacto das mesmas (Rohde, 1995; Minozzo, 2006), ¢

nenhum trabalho de revegetacao destas areas foi encontrado. Isto deixa claro que as areas
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de deposito de cinzas nao estdo sendo objeto de estudos, portanto, pouco pode ser
proposto para a recuperagdao das mesmas. Por este motivo, a relagdo entre espécies
vegetais e cinza de carvao mineral ¢ tema deste trabalho, utilizando como base as cinzas
leves e as areas de depdsito da termelétrica de Sao Jeronimo, RS. Esta termelétrica ¢ a
mais antiga do Rio Grande do Sul e apresenta grandes problemas ambientais relacionados

ao deposito de cinza e a emissdo de particulas na atmosfera.

1.2.1-Caracteristicas quimicas e fisicas das cinzas.

As caracteristicas fisicas, quimicas e mineralogicas das cinzas sdo variaveis,
dependendo do tipo de processamento e do tipo de carvdo. Entretanto, para algumas
caracteristicas, existem similaridades entre o mesmo tipo de cinza. As cinzas leves sdo
compostas predominantemente por particulas de pequeno tamanho (0,01-100um), porosas
e vitreas e com densidade entre 2,1 e 2,6. Por outro lado, as cinzas pesadas contém grande
quantidade de agregados e podem incluir uma quantidade consideravel de material com
mais de 2 mm de tamanho (Carlson & Adriano, 1993).

Os estudos tém mostrado que as cinzas possuem concentracdes superiores de
certos metais pesados em relacdo ao carvao de origem. Isso ocorre em funcao dos
processos de enriquecimento que as cinzas sofrem durante a combustio do carvao
(Adriano et al., 1980; Pires et al., 2002). Durante a combustdo alguns elementos sdo
volatilizados e posteriormente condensam-se sobre a superficie das cinzas quando os
gases sdo resfriados (Natusch et al., 1974 apud Pires, 2002). Para Adriano et al. (1980), os
elementos As, B, Ca, Mo, S, Sr e Se sdo geralmente enriquecidos durante o processo de
combustdo do carvdo. O enriquecimento do metal durante a combustio estd diretamente
relacionado com a volatilidade do elemento. Segundo Iyer (2002), os elementos Mn, Ba,
V, Co, Cr, Ni, Ln, Ga, Nb, As, Sb, Sn, Br, Zn, Se, Pb, Hg e S sdo mais facilmente
volatilizados durante a combustdo do carvao. Os elementos Mg, Na, K, Mo, Ce, Rb ¢ Nb
sdo poucos volatilizados, enquanto, Si, Fe, Ca, Sr, La, Sm, Tb, Yb, Y, se, Zr, Ta, Ag e Zn
sdo pouco ou nao volatilizados durante a combustdo do carvao.

As concentragdes de metais pesados nas cinzas sao muito variaveis; entretanto ¢
amplamente reportado que certos metais pesados podem estar em concentragdes elevadas
nas cinzas e, portanto, as cinzas possuem potencial poluidor (Tabela 1). Dessa forma, a
sua utilizacdo e deposicdo no ambiente devem ser acompanhadas de planejamento e

alguns cuidados. Segundo estudo realizado com cinzas das Termelétricas do Rio Grande
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do Sul (Sao Jeronimo e Charqueadas), que levou em conta as normas NBR 10006
(ABNT, 1987a), NBR 10005 (ABNT, 1987b) e NBR 10004 (ABNT, 1987c), as cinzas
constituem residuos “ndo-inertes”, portanto deveriam seguir normas para a sua deposi¢cao
no solo. Nos ensaios de solubilizacdo, as cinzas leves de Sdo Jeronimo apresentaram
valores acima do estabelecido para As= 51,4 pg 1"'; Al=0,47 mg I''; surfactantes= 0,33 mg
1! fenol 0,33 mg 1" e fluoreto= 2,0 mg It (Rohde, 1995).

Outra caracteristica comum as cinzas ¢ o baixo teor de nitrogénio, o qual volatiliza
durante a combustdo. As concentracdes de outros macronutrientes, como fosforo, podem
ser elevadas, porém, as concentragdes disponiveis podem ser reduzidas em fungdo da
complexacdo com Al e Fe (Carlson & Adriano, 1993). A maioria das cinzas possui pH
alcalino (pH 8,5 - 12,5). Entretanto, cinzas provenientes de carvoes com elevados teores
de enxofre podem apresentar pH acidos (pH 6 — 6,7) (Gupta et al., 2002). As cinzas das
termelétricas de Sdo Jeronimo e Charqueadas apresentaram pH alcalino, tanto em testes

de solubiliza¢ao quanto de lixiviagdo das mesmas (Rohde, 1995).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas de cinzas leves provenientes de diferentes

termelétricas.
Composic¢ao Termelétrica
quimica
Florida (EUA) Sao Jer6nimo Bhusawal (India)
(Li & Chen, 2006) (Brasil) (Twardowska et al.,

(Rohde, 1995) 2003)

pH (agua) 9.4 10,58 8,2- 8,6

Zn (mg kg™) 198 78 90

Cu (mg kg™) 285 44 54,0

Mn (mg kg™) 96 78 194

Fe (mgkg™) 45348 5346 2,98 (%)

Cd (mg kg ™) 3 0,53 9,7

Pb (mg kg™) 113 1,70 36,0

Ni (mg kg™") 79 22.8 136,0

Argila (%) 11,3 3 -

Silte (%) 82,5 15 -

Observa-se na Tabela 1 que a concentragdo de metais pesados nas cinzas pode ser
muito varidvel entre as termelétricas, bem como os teores de argila e silte. Comparada as
demais termelétricas, as cinzas de Sao Jerdnimo apresentam menores teores de metais

pesados e pH mais alcalino.
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1.2.2- Impactos ambientais causados pela deposicao de cinzas de carvéao

As éreas de depdsito de cinzas sdo locais completamente alterados. O solo ¢
recoberto por uma camada de cinza que geralmente excede alguns metros de altura,
impedindo o contato das raizes com o solo. Outro problema associado a estes locais € o
potencial poluidor das cinzas. Segundo Carlson & Adriano (1993), os principais impactos
das cinzas de carvao nos ecossistemas incluem: a) lixiviagdo de substancias
potencialmente toxicas das cinzas para o solo e para a agua; b) redugdo no
estabelecimento e no crescimento de plantas; ¢) mudanca na composi¢ao de elementos
quimico nas plantas e aumento na ciclagem de elementos potencialmente toxicos por meio
da cadeia alimentar. Nesta revisdo serdo focados os dois ultimos impactos, por estarem
diretamente ligados ao tema abordado neste trabalho. Os estudos do comportamento de
metais em areas de depodsito sdo escassos no Brasil. Poucos trabalhos tém avaliado a
disponibilidade de metais diretamente nos depositos e as implicagdes a longo prazo, a

vegetacdo, a fauna bem como as dguas subterraneas e superficiais.

1.2.2.1-Efeito das cinzas no estabelecimento e no crescimento de plantas

E de conhecimento geral que o estabelecimento da vegetagdo nas areas de deposito
de cinzas desempenha fungdes importantes para: (i) estabilizacdo fisica das cinzas contra
a erosdo edlica e hidrica, (ii) melhoria das condi¢cdes quimicas e conseqiientemente
melhoria para o estabelecimento da microfauna do solo e (iii) recomposi¢do estética da
paisagem (Cheung et al., 2000; Vajpayee et al., 2000; Gupta & Sinha, 2007). Entretanto, a
revegetacdo natural desses locais ocorre lentamente, devido a presenca de limitacdes
fisica e/ou quimica das cinzas, as quais sdo prejudiciais ao crescimento das plantas.

Segundo Carlson & Adriano, (1993), os principais fatores que limitam o
estabelecimento da vegetagdo nos locais de deposito de cinza sdo: deficiéncia de
nutrientes essenciais como N e P; toxicidade causada pelo pH extremamente alcalino e/ou
pela elevada concentracdo de sais soliveis como boro, presenca de metais pesados; e
formacdo de camadas compactadas e/ou cimentantes. As cinzas também podem levar a
deficiéncia indireta de nitrogénio as plantas por causar danos aos microorganismos
fixadores de nitrogénio (Martensson & Witter 1990). A concentragdo de fésforo nas
cinzas pode ser elevada, atingindo valores entre 400-800 mg de P kg', mas em geral

muito pouco desta concentracdo ¢ disponivel as plantas (Page et al., 1979). A adicdo de
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outros residuos como lodo de esgoto, dejetos de suinos e bovinos, com concentragdes
elevadas de nitrogénio e fosforo tem sido testada para auxiliar no estabelecimento da
vegetacdo nas areas de depdsito de cinzas (Tripathi et al., 2004).

A presenca de metais pesados nas cinzas ¢ um dos principais problemas deste
residuo. Embora seja de conhecimento geral que as cinzas apresentam concentragdes
elevadas de alguns metais, poucos trabalhos tém avaliado a dindmica dos metais neste
residuo em condi¢des de campo. A fitodisponibilidade de metais pesados foi estudada por
Maharaj et al. (2006), numa area de deposito de cinzas na Carolina do Sul (EUA), pelo
método de extragdo seqiiencial. A extragdo seqiiencial possibilita determinar a quantidade
de metal associada a diferentes compartimentos geoquimicos do solo (por exemplo.
trocavel, associados aos Oxidos, matéria orgdnica, argilas e presente na estrutura
cristalina). Os autores supra citados mostram que, dentre os metais estudados, Mn, Zn, Ni
e Cr foram ligados a fragdo organica e trocavel. Pb e Se foram fortemente ligados a fragdo
cristalina, ou seja, nao disponiveis, enquanto Al, As Cd e Fe foram fracamente ligados a
fragdo cristalina. Como forma de confirmar se a analise seqiiencial foi capaz de predizer
corretamente a fitodisponibilidade dos metais, a concentracdo de metais na vegetacdo
espontanea na area foi investigada. Exceto para Cr e Ni, a extrac¢ao seqiiencial indicou de
forma correta a fitodisponibilidade de metais as plantas. A concentragdo dos metais nas
plantas foi dependente da espécie, e os niveis ficaram dentro dos limites permitidos.
Algumas espécies estudadas tiveram actimulo de Se. As concentragdes médias de Se
14,19 mg kg™ e 10,76 mg kg encontradas nas espécies Panicum capillare e Eupatorium
compositifolium foram maiores que a concentracdo de 8,8 mg kg™ encontrada nas cinzas.
Assim, os autores sugerem o monitoramento continuo da vegetacao local, a fim de avaliar
se as concentragdes de metais nas plantas ndo atingem niveis toxicos.

A clevada concentracdo de sais soluveis aumenta a condutividade elétrica das
cinzas dificultando o estabelecimento das plantas. Para a maioria das espécies vegetais,
incluindo as plantas de interesse agrondmico, condutividade acima de 4 dS m™ afeta o
crescimento normal das plantas. Inimeros trabalhos tém mostrado que a as cinzas
apresentam valores de condutividade elétricas bem maiores: 7,42 dS m™ (Dwivedi et al.,
2007) ¢ 7,61 dS m™ (Gupta et al., 2006). Embora Carlson & Adriano (1993) considerem o
boro como um dos elementos responsaveis pelo aumento da condutividade das cinzas, a
variabilidade na concentracdo deste elemento nas cinzas ndo permite uma afirmagao

conclusiva. Desta forma, o aumento na condutividade elétrica nas cinzas € atribuido ao
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aumento de diferentes sais na solucdo, dependendo das cinzas avaliadas (Gupta et al.,
2002).

O pH ¢ uma das varidveis mais importantes que controla a disponibilidade dos
elementos quimicos do solo, nutrientes ou ndo nutrientes. Em uma anélise simplificada,
podemos dizer que as condicdes extremas de pH, alcalinas ou &cidas, alteram a
disponibilidade dos elementos e a vida microbiana, afetando, portanto a nutricdo das
plantas. Tal como outras caracteristicas, o pH das cinzas ¢ variavel em func¢do do tipo de
carvao. Pinto (1997) verificou pH alcalino (pH 8,3) para as cinzas da termelétrica de
Candiota, RS.

As caracteristicas fisicas das cinzas também sdo citadas como um fator negativo
para o estabelecimento das plantas. Algumas cinzas possuem caracteristicas cimentantes e
podem formar camadas compactadas, diminuindo a infiltracdo de dgua e a penetracdo de
raizes (Carlson & Adriano, 1993; Gupta et al., 2002). Mulhern et al. (1989) mostraram
que, embora algumas espécies possuam a capacidade de colonizar os deposito de cinzas, o
sucesso no estabelecimento da vegetagdo nas cinzas nem sempre ¢ alcancado. Em um
estudo no Kansas (EUA), sete espécies herbaceas e seis espécies arboreas foram plantadas
em cinzas pesadas (pH=7,1), com e sem adi¢do de fertilizantes, residuos de madeira,
grama ¢ dejetos de bovinos. O resultado do estudo foi que nenhuma das espécies
sobreviveu, independente do tratamento aplicado. O principal fator que contribuiu para
isso foi a caracteristica das cinzas: baixa capacidade de retencdo de agua, elevada
temperatura (devido a cor escura das cinzas) e presenca de uma camada compactante
entre 6 e 10 cm abaixo da superficie.

Como descrito acima, as cinzas apresentam caracteristicas quimicas e fisicas que
dificultam o estabelecimento das espécies vegetais. Porém, diferentes espécies vegetais
sdo capazes de colonizar areas de depodsito de cinzas e sdo de grande interesse para a
recuperagao destas areas. A implantacao de vegetacdo em depdsitos de cinza ¢ uma etapa

fundamental para a recuperagdo ecologica destas areas.
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1.2.2.2. Efeito das cinzas de carvdo no aumento da concentracdo de metais pesados na
vegetacao

Os trabalhos envolvendo a questao do efeito das cinzas na concentracdo de metais
pesados nas plantas objetivaram, inicialmente, determinar as concentracdes desses
elementos nas espécies vegetais que cresciam naturalmente sob as areas de depdsito de
cinzas. Elevados niveis de Se, (acima de 60 mg kg' em algumas plantas) foram
encontrados em Melilotus alba Medik e Melilotus officinalis Lamb que colonizavam um
depdsito de cinza em Nova lorque (Furr et al., 1975 apud Carlson & Adriano, 1993).
Scanlon & Duggan (1979) observaram elevada concentracdo de B, Ni e Se em sete
espécies arboreas plantadas sob depositos de cinza.

No Rio Grande do Sul, em areas de depdsito de cinzas adjacentes a termelétrica
Sao Jer6nimo, Porto (2002) observou concentracdes anormais de cromo (19,8 pg g'l) em
folhas de Paspalum sp. A autora também verificou concentragdes elevadas de chumbo
(4,7ug g') e concentra¢des excessivas de cromo (1,34 a 4,6 ug g’') em plantas de alface
coletadas em hortas domésticas existentes na area de influéncia do deposito de cinzas.

A maior ou menor acumulagdo de metais nas plantas sob influéncia das cinzas
depende da espécie analisada. Em um estudo em area de depésito de cinzas, as
concentragdoes médias de ferro nas espécies Cynodon dactlyon Pers., Borrhevia repens L.,
Achyranthus aspera L.ec Blumera lacera DC. foram 1203, 460, 3823 e 1138 mg kg,
respectivamente (Maiti & Nandhini, 2006). Essas concentragdes foram acima das
concentragdes de 150 mg kg'consideradas normais para plantas (Markert, 1994 apud
Greger, 2004).

Uma das praticas comuns no manejo das cinzas ¢ o recobrimento dos depositos
com uma camada de solo e, posteriormente, a implantacdo da vegetacdo. Poucos trabalhos
tém avaliado a eficiéncia desta pratica na restauragdo das areas bem como a acumulagao
de metais nas plantas. Weisten et al. (1989) estudaram a acumulagdo de metais em
gramineas ¢ leguminosas crescendo em quatro depodsitos de cinzas, em Nova lorque. A
cobertura das cinzas, com aproximadamente 60 cm de solo ndo evitou que as plantas
acumulassem elevados niveis de boro e selénio. Stoewsand et al. (1990) também
encontraram elevadas concentragoes de selénio em Brassica napus L. crescendo sob
cinzas recobertas por solo. Estes estudos mostram que as cinzas podem levar ao aumento
na concentracdo de metais pesados nas plantas mesmo quando recobertas com solo. Desta

forma, ¢ importante um maior nimero de estudos nestes ambientes € o continuo
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monitoramento das concentragdes de metais nas plantas para a correta avaliacdo da
influéncia das cinzas na composi¢do quimica das mesmas.

Embora seja de consenso geral que as cinzas podem levar ao aumento da
concentragdo de metais pesados nas plantas com efeitos deletérios as mesmas, a
viabilidade do uso das cinzas na agricultura vem sendo amplamente investigada,
especialmente nos ultimos anos (Carlson & Adriano 1993; Mittra et al, 2005; Jaja &
Goyal 2006; Dwivedi et al., 2007). Ram et al. (2007), por exemplo, avaliaram o efeito da
adicao de diferentes concentragdes de cinza no solo, com e sem, a adi¢do de residuos de
cana de aglcar (ricos em matéria organica) na produgdo e crescimento de Arachis
hypogaea L., Crotalaria juncea L. ¢ Zea mays L durante seis cultivos intercalados dessas
espécies. Os autores observaram que a aplicagdo de 200t/ha de cinzas com e sem adigao
de 10 t/ha de material organico vegetal aumentou significativamente a produgdo das
espécies estudadas. Independente das concentragdes aplicadas, a adi¢do de cinzas
promoveu aumento nas concentracdoes de metais (Cu, Zn, Mn, Fe, Cr, Pb e Ni) nas
sementes ¢ casca de A. hypogaea, mas em nenhum tratamento atingiram niveis toxicos.
Os autores sugerem que o uso das cinzas na agricultura seria uma forma vidvel de
diminuir os problemas com os grandes depodsitos de cinzas. Entretanto, um estudo
aprofundado das caracteristicas fisicas e quimicas de cada tipo de cinza ¢ necessario antes
de indicar seu uso na agricultura.

Atualmente, embora a cinza seja utilizada para diversos fins, como construgdo
civil, o consumo brasileiro ¢ mundial ¢ ainda menor que a produgdo. Assim, depositos de
cinzas continuam surgindo em todos os paises, ocupando areas e alterando
ambientalmente grandes extensdes de terra. Por este motivo, existe a necessidade de ao
menos reduzir ou minimizar os impactos quimico, fisico e paisagistico gerado pela
deposicdo das cinzas no ambiente. Como veremos no item a seguir a revegetagcdo desses
ambientes ¢ uma das etapas iniciais e principais para a promog¢ao de qualquer forma de

restauragdo dessas areas.
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1.3. Recuperacéo de areas degradadas por depdsito de cinzas

No contexto de um ecossistema terrestre, area degradada pode ser definida como
uma area que sofreu destruicao da cobertura vegetal e da fauna, perda da camada fértil do
solo e alteracdo na qualidade e vazdo do sistema hidrico (Minter/IBAMA, 1990). A
preocupacgdo com o reparo dos danos provocados pelo homem tem levado a proposi¢ao de
diferentes metodologias de intervencao, sendo que uma terminologia particular ¢ utilizada
para designar os processos naturais e artificiais de reparacdo de danos ambientais aos
ecossistemas terrestres (Engel & Parrota, 2003).

O termo “recuperacdo” (reclamation) ¢ amplamente utilizado no Brasil. Segundo
Engel & Parrotta (2003), a recuperagdo refere-se tipicamente aos trabalhos realizados em
sitios mais severamente degradados pelas atividades mineradoras ou grandes obras da
construcdo civil. No manual de recuperagdo de dareas degradadas pela mineragdo
(Minter/IBAMA, 1990), recuperagdo ¢ definida como “o retorno do sitio degradado a uma
forma e utilizagdo de acordo com um plano pré-estabelecido de uso do solo”. Entretanto,
outros termos, como reabilitagdo e restauragcdo ecologica, sdo freqiientemente utilizados
para designar praticas semelhantes, porém ndo podem ser utilizados como sinénimos de
recuperagdo A reabilitacdo refere-se tipicamente a agdes sobre ecossistemas degradados.
Na reabilitacdo o objetivo ¢ restaurar a produtividade do solo sem a preocupacao com a
similaridade com o ecossistema original, mas de modo que o ecossistema recriado seja
auto-sustentavel a longo prazo, cujas espécies dominantes sejam capazes de se regenerar e
permanecer dominantes no sitio. A restauracdo ecoldgica tem como meta a viabilidade
ecologica a longo prazo do ecossistema, e a recriacao, no futuro de comunidades mais
proximas possiveis das naturais, quanto a estrutura e ao funcionamento (Engel & Parrotta,
2003). Na Figura 1 podemos observar que a diferenca entre as abordagens estd na
definicao das metas e dos objetivos e que a recuperacao e a reabilitacdo podem ser etapas
da restauracao ecologica. Embora ainda existam divergéncias a respeito do uso dos
diferentes termos, recuperacao, reabilitacdo e restauracdo, a tendéncia mundial ¢ adotar o

termo restauracao.
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Figura 1. Abordagens na restaura¢do ecoldgica, que inclui o conceito de recuperagao.
Adaptado de Bradshaw (1984) e Brown & Lugo (1994) citado em (Engel & Parrota,
2003).

A vegetacdo nas areas de depdsito de cinzas tem um papel importante na reducao
da difusdo da poluicdo, ndo s6 pelo controle da erosdo, mas também, pela fixacdo de
contaminantes nos tecidos das plantas. Espécies capazes de acumular metais pesados em
seus tecidos promovem a fixacdo desses elementos na area, diminuindo o risco de
lixiviagdo dos contaminantes para os recursos hidricos ou para areas adjacentes ao
depdsito. Conseqiientemente, a estratégia de estabelecimento da vegetacdo sobre as areas
de deposito de cinza ¢ uma etapa indispensavel para a restauracdo dessas areas.

Entretanto, por suas caracteristicas fisicas e quimicas, as cinzas impdem fortes
limitagdes ao desenvolvimento vegetal. Por isso, o recobrimento das cinzas com camadas
de solo e/ou adi¢do de outros residuos como lodo de esgoto e uso de fertilizantes vém
sendo testados para permitir o estabelecimento das plantas nesses locais (Tripathi et al.,
2004; Sinha et al., 2005). Além disso, Gupta et al. (2002) salientam que o sucesso da
revegetacdo nas areas de depdsito de cinzas depende da selecdo de espécies vegetais
capazes de crescer em ambientes enriquecidos com metais pesados e pH alcalino.

Neste sentido, Mulhern et al. (1989) demonstraram que plantas herbaceas do

género Agropyrum, Festuca e Melilotus apresentam melhor capacidade de crescimento
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em depositos de cinza do que plantas arboreas. Porém outros experimentos t€m mostrado
o potencial de espécies arboreas para a revegetacdo de areas de depdsito de cinza. Por
exemplo, Sinha & Gupta (2005) avaliaram a capacidade de Sesbania cannabia L. Ritz de
acumular metais quando cultivada em cinzas. As plantas foram cultivadas em vasos com
diferentes porcentagens de cinza (10, 25, 50 e 100%) e solo comercial. A concentragao
dos metais foi maior na parte aérea das plantas em comparagdo com as raizes em todos os
tratamentos. Entre os metais estudados, as maiores concentragoes observadas foram de
ferro. Apos 90 dias de cultivo, a concentragdo de ferro nas folhas foi em média 2400 ug g
! Entretanto, o aumento na concentracio dos compostos antioxidantes (cisteina,
carotenoides, prolina livre, 4cido ascorbico e tiol ndo-protéico) foi maior nas raizes do que
nas partes aéreas das plantas expostas as cinzas. Por isso, segundo os autores, a espécie
tem mecanismos de tolerdncia a metais pesados e, portanto ¢ uma espécie recomendada
para revegetacdo e fitorremediacdo de areas contaminadas por cinzas de carvao.

Poucos estudos tém avaliado o potencial de revegetacdo das espécies que crescem
espontaneamente em cinzas. Esses estudos sdo importantes, porque permitem avaliar ndo
s a eficiéncia de determinada espécie na revegetagcdo, mas também avaliar a eficiéncia da
comunidade vegetal que geralmente se estabelece segundo critérios de sucessdo vegetal.
Maiti & Nandhini (2006) avaliaram a biodisponibilidade de metais nas cinzas e a
acumulacdo desses na vegetagao natural. Uma parcela de 3 m x 3 m x 1 m foi isolada em
um depdsito de cinza. Apds um ano foi realizado o levantamento das espécies € amostras
da cinza e das plantas foram coletadas. Apds este periodo somente quatro espécies foram
encontradas na area: Cynodon dactlyon Pers (espécie dominante) e as outras espécies
encontradas foram as herbaceas: Borrhevia repens L.; Achyranthus aspera L.; Blumea
lacera DC. As espécies mostraram diferentes capacidades de acimulo de metais. A
maxima concentragio de Fe foi encontrada em A. aspera (3813 mg kg') e a menor
concentracdo em B. repens (460 mg kg™), sendo que estas concentracdes estio acima das
concentragdes normais (150 mg kg'l) em tecidos vegetais, conforme Market et al. (1994).
Para os demais elementos estudados (Co, Ni, Pb, Cu, Zn e Mn), todas as espécies também
mostraram diferentes capacidades de acumulo; entretanto as concentragdes ficaram dentro
da faixa de normalidade. Dentre as espécies, C. dactlyon apresentou menor acimulo de
Mn, Zn, Cu, Pb, Ni e Co. Segundo os autores, essa caracteristica associada a elevada taxa
de crescimento torna C. dactlyon uma importante espécie para a revegetagdo de areas com
cinzas. Isto porque promoveria um rapido recobrimento do solo sem acumulo de metais e

conseqiientemente ndo apresentaria problemas de toxidez.
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Um importante estudo ecofisiologico desenvolvido por Pavlovic et al. (2004)
mostrou que as plantas crescendo nas cinzas estdo expostas a diferentes condi¢des de
estresse. Nesse estudo 10 espécies foram analisadas: Tamarix gallica L., Spiraea van-
hauttei Briot., Populus alba L., Ambrosia artmisifolia L., Amorpha fruticosa L.,
Eupatorium cannabium L., Crespis setosa Hall, Epilobium collinum Gmel., Verbascum
phlomoides L. e Cirsium arvense (L) Scop, sendo que, as trés primeiras foram
introduzidas na area. Na média geral das plantas, os valores da eficiéncia fotossintética,
obtida por medidas de fluorescéncia da clorofila foram menores que o 6timo. Isso foi
resultado do desequilibro quimico das cinzas e da deposi¢do de cinza sobre a superficie
das folhas. Essa deposi¢do pode causar danos mecanicos as folhas e/ou atuar como
barreira fisica reduzindo a eficiéncia de captagdo de luz pelas plantas. Outro resultado
importante explorado pelos autores ¢ que a invasdo natural de herbaceas e arbustos tém
importante fun¢do no controle da erosdo e permite a estabilizagdo das cinzas com baixo
investimento.

Para avaliar a eficiéncia da revegetacdo na recuperacao de duas areas de depdsito
de cinza, Matla e Hendrina, na Africa do Sul, Van Rensburg et al. (2003) compararam a
composicao floristica entre as areas. Matla e Hendrina foram inicialmente recobertas com
20 cm de solo (estocado em pilhas) e 10 cm de solo recém escavado, respectivamente. A
area que recebeu o solo sem prévia estocagem apresentou maior nimero de espécies.
Além disso, as plantas apresentaram maior biomassa. As areas também diferiram na
composicdo das espécies dominante, sendo Eragrostis curvula, Chloris gayana e
Digitaria eriantha dominantes na area Matla e Eragrostis curvula, Hyparrhenia hirta e
Cynodon dactlyon dominantes na area Hendrina. Ambas as areas foram pobres em
nutrientes essenciais, podendo com o tempo ser este um fator limitante ao
desenvolvimento das plantas. Por isso € necessario, segundo os autores, uma manutengao
minima e freqiiente para promover a sustentabilidade da vegetacao.

Em outro estudo, realizado por Djurdjevic et al. (2006), foi mostrado que
compostos fendlicos podem ser utilizados como bioindicadores do sucesso da revegetacao
em areas de deposito de cinzas. A presenca de determinados acidos fendlicos identificam
a acdo de microorganismos que atuam na degradagao da matéria organica para a formacgao
do himus. Os autores demonstraram uma correlagdo positiva entre a presenca de
compostos fenolicos nas cinzas e o aumento na abundancia e cobertura vegetal. Desta
forma, foi possivel afirmar que a vegetacdo contribuiu de forma significativa para a

melhoria das condigdes do substrato. A colonizagdo da vegetacdo espontanea teve um
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papel fundamental para o aumento da cobertura e contribuiu significativamente para o
aumento da matéria orginica no solo. A presenca de compostos fendlicos no solo
demonstra que a matéria organica oriunda das plantas foi incorporada no solo. A matéria
organica no solo ¢ um dos principais fatores de melhoria da qualidade quimica, fisica e
biologica do solo.

No Brasil, os trabalhos de recuperacdo de areas degradadas pela atividade
carbonifera focam a recuperacdo de areas de extragdo de carvao, por exemplo, Gaivizzo et
al. (2000), Rigotti (2002), Costa et al. (2006), Zocche et al. (2007). Possivelmente, a falta
de levantamentos oficiais das areas de deposito de cinzas e o aparente menor impacto que
as cinzas promovem em relacdo aos rejeitos de carvdo sejam as causas do nao
desenvolvimento de pesquisas nessas areas. Entretanto, como amplamente discutido por
Rohde (1995), as cinzas ndo sdo um residuo inerte e a deposi¢do das mesmas causa
grande impacto no ambiente. Por isso o estudo da vegetacdo espontanea, que ocorre nas
areas de deposito de cinzas, pode servir com um modelo para a revegetacdo dessas areas

visando em longo prazo a restauragdo ecologica desses ambientes.

2. OS METAIS PESADOS NO AMBIENTE

Os residuos de carvao mineral, assim com inimeros outros residuos industriais
contribuem para o incremento significativo de metais pesados no ambiente, levando em
muitos casos a sua contaminagdo. O entendimento das caracteristicas das fontes de metais
para o ambiente e os mecanismos de interacdo entre os metais com o substrato e com as
plantas ¢ fundamental para o delineamento de estratégias de restauracdo de areas degradas

pela atividade carbonifera.

2.1. Comportamento dos metais pesados no solo

O termo metais pesados ¢ utilizado para designar elementos com densidade maior

3 . L. ~ . . .
que 5 g cm™ e engloba metais e metaldides que estdo relacionados com poluigdo, toxidez
e elementos essenciais utilizados como micronutrientes por diferentes organismos
(Adriano, 2001). Outros termos como elementos tracos, metais tracos geralmente sdo

utilizados na literatura como sindnimos.
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O conhecimento das reagdes que regem o comportamento dos metais pesados no
solo ¢ essencial para avaliar o impacto que estes podem provocar no ambiente. As
principais preocupacdes em relagdo a adigdo de metais pesados ao solo sdo entrada na
cadeia alimentar, contaminacao do solo, efeitos fitotoxicos e contaminagdo dos recursos
hidricos. Os metais adicionados no solo podem estar presentes em diferentes

compartimentos, conforme fluxograma apresentado por Alloway (1995) (Figura 2).

Contaminantes com metais pesados

Residuos industriais, fertilizantes, deposicao atmosféricas etc...

| b l l

Liteira

Folhas Sementes

S
Perdas por U
volatilizagéo
Biomassa P \ /
Sorgdo em coldides microorganismos
organo-minerais \ ’//v
\ R Caule
: ; Solugéo do solo o I l
Minerais — D .
Intemperizados jons e complexos | absorgdo Raiz
C
‘//' \\ U
Co-precipitacdo Substancias humicas L
Hidroxidos de Fe, Mn, A
Al, carbonatos, etc .
Perdas por lixiviaco R Armazenamento na raiz
\ |l |
Solo Planta

Figura 2. Principais componentes do sistema solo-planta participantes da dindmica de

metais pesados presentes nos solos (Adaptado de Alloway, 1995).

Os metais pesados podem estar presentes no solo em diferentes formas, as quais
podem sofrer constantes alteragdes. As principais formas que os metais pesados podem
estar no solo sao resumidamente descritas abaixo (McBride, 1994).

e Soluveis: ions livres, complexos soluveis com anions inorganicos ou ligantes
organicos. Nessa forma os metais sdo facilmente absorvidos pelas plantas e/ou
lixiviados no solo.

e Trocaveis: nesta forma, os metais estdo ligados por forcas eletrostaticas em sitios
carregados negativamente presentes nos minerais ou na matéria organica. A energia de
ligacdo ¢ baixa, possibilitando assim, uma troca rapida com a fragdo presente na

solucao do solo.
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e Adsorvidos: ligados covalentemente a sitios especificos. Os metais nesta forma
sdo liberados lentamente para a solucdo porque a ligagdo do metal com o sitio
especifico ¢ uma ligacao de alta energia.

e Ligados a materiais organicos insoluveis: ligados a fracdes organicas de lenta
degradacao ou presente em células recentemente mortas.

e Precipitados: os metais podem formar precipitados diretamente com os anions, ou
ainda podem ser co-precipitados junto a componentes pouco soluveis como Ca, Mg,

Al e Fe.

Mabharaj et al. (2006) mostraram que as formas de metais sdo variaveis nas cinzas. O
cromo, niquel, manganés e cinco, por exemplo, foram predominantemente presentes na
fragdo orgénica e forma trocavel, enquanto o selénio e chumbo foram predominantes na
fracdo cristalina e residual. No Brasil, o trabalho de Rohde (1995), avaliou a concentragao
total, extraivel (HNOs 0,1 N), lixiviada (NBR 10005, ABNT 1987b) e soluvel (NBR
10006, ABNT 1987c) em cinzas de carvao. Na tabela 2 ¢ possivel observar a forma de

alguns elementos para as cinzas leves de Sdo Jeronimo.

Tabela 2. Formas de metais pesados em cinzas leves de carvdo mineral obtidas da

termelétrica de Sao Jeronimo (Rohde, 1995).

Elemento Total Extraivel Solubilizado Lixiviado
(mg kg'") (mgkg") (ng 1™ (ng ™

Cu 44,0 4,63 10 20

Ni 22,8 5,53 16,6 79

Pb 1,70 0,16 1,60 1,60

Cr 120,0 2,36 6 6,0

Tal como no solo, os mecanismos de sor¢cdo dos metais com as particulas de
cinzas dependem de inimeras caracteristicas, como pH, potencial redox e dos teores de
argila, de matéria organica e de 6xidos de ferro e manganés. A disponibilidade de metais ¢
maior em substratos com pHs 4cidos. Isto porque os ions de hidrogénio tém alta afinidade
para cargas negativas, competindo assim, pelos sitios de ligagdo e liberando os metais

para a solugdo. Por outro lado, o maior contetido de matéria organica, argila e 6xidos
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levam a redugdo da quantidade de metais na solugao, pois aumentam o numero de sitios
com cargas negativas (Greger, 2004).

Considerando os diferentes compartimentos geoquimicos do solo, apenas parte da
concentragdo total de metal presente num solo esta disponivel para as plantas. Existem
inimeros métodos de analise quimica, os quais utilizam extratores especificos para
determinar a concentragdo disponivel as plantas, tais como DTPA, CaCl,, EDTA e
NH4NO; (Greger, 2004). Em cinzas, estes extratores também tém sido utilizados para a
determinagdo dos teores disponiveis (Twardowska et al., 2003). Entretanto, em alguns
casos, a determinagdo da forma disponivel ndo corresponde a concentracdo absorvida
pelas plantas, ja que as plantas podem apresentar mecanismos complexos de absor¢ao: por
exemplo, promover alteracdes no pH da rizosfera que influenciam a quantidade de metal

absorvida pela planta (Mitsios & Danalatos, 2006).

2.2. Metais pesados nas plantas

2.2.1. Os primeiros conceitos e observacodes

Desde a idade média existe a percepgao de que as plantas refletem a qualidade do
substrato. Inicialmente as plantas foram usadas como indicadoras na busca por agua,
pedras preciosas e minerais (Brooks, 1998). A associacdo de plantas com tipo de solo
especifico tem sido a longo tempo reconhecida. Linstow (1929) apud Porto (1986)
denominou as plantas que se associam a tipo especificos de substrato como
Bodenanzeigende Planzen (plantas indicadoras de solo). Com o desenvolvimento dos
primeiros métodos quantitativos para a determinagdo da concentragdo de elementos
quimicos em plantas, em 1940 foi relatada, pela primeira vez, a capacidade de uma
espécie (Alyssum bertolonii) em acumular extraordinarias concentragdes de metais
(Malyuga, 1964).

Na década de 50 e 60 muitos trabalhos foram realizados com o objetivo de utilizar
a vegetacdo para a identificagdo das propriedades do substrato (geobotdnica). As
mudancas morfoldgicas, como redugdo no tamanho de pétalas e mudangas na coloragao
foram utilizadas como caracteristicas indicadoras de solos com concentra¢des elevadas de

determinado metal. O fendmeno de mutabilidade de plantas e animais sob influéncia de
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fatores quimicos ¢ comum na superficie da terra. Ele pode ser expresso nas mais variadas
formas: mudangas morfoldgicas e fisiologicas, doengas em organismos, interferéncia no
ciclo de vida. Muitas dessas alteracdes tém sido associadas com a estocagem de metais
pesados nos tecidos. Malyuga et al. (1959) apud Malyuga, (1964) observaram pela
primeira vez modificagdes anatdmicas em células dos vasos condutores e nas células
secretoras de latex de papola que cresciam em darea rica de cobre, zinco e chumbo.
Howard-Willians (1970) destaca que a presenca de elementos metélicos nos solos, em
concentragdes excessivas provocam mudancas bruscas nos componentes edaficos e
microclimaticos, submetendo a vegetagdo a uma variagdo notadamente distinta daquela
que a cerca. Ernest (1972) define como Scwermetallvegetation (vegetagdo metalofila)
aquela que cresce sobre areas ricas em metais pesados.

No Brasil, os trabalhos pioneiros envolvendo a questdo vegetacdo e metais
pesados foram desenvolvidos por Porto (1981, 1986, 1989a ¢ 1989b) em diferentes areas
do Brasil. Estes trabalhos mostraram que certas modificagdes morfologicas e anatomicas
nas plantas estavam associadas com concentracdes excessivas de metais pesados no solo.
No Rio Grande do Sul, nas regides de Seival (Cacapava do Sul), Sanga Negra
(Encruzilhada do Sul) e Volta Grande (Lavras do Sul), a autora demonstrou que estruturas
anatomicas escleromorficas em Schinus lentiscifolius estavam relacionadas com a
presenca excessiva de metais pesados no solo e nas plantas. Porto (1981) mostrou que em
folhas de S. lentiscifolius de areas mineradas o niimero de estdmatos € significativamente
menor do que em folhas de 4reas ndo mineradas enquanto o numero de cristais nos tecidos
¢ significativamente maior. Também verificou redugdes de tamanho (nanismo) e

modificacdes de forma de vida para a espécie.

2.2.2. Absorcao de metais pelas plantas

A absor¢do dos metais pelas plantas ocorre a partir do contato do metal com as
raizes, que se da por difusdo, fluxo de massa e interceptacdo das raizes com o metal
(Marschner, 1995). A interceptagdo ¢ menos relevante em relagdo a difusdo e ao fluxo de
massa. Quando a quantidade de metais pesados fornecida pelo fluxo de massa, que ¢
gerado pela transpiragdo, ¢ inferior & quantidade absorvida pela planta, a concentragdo na
solugdo proxima as raizes diminui. Com isso, um gradiente de concentracdo ¢ formado e
ocorre a difusdo de metais em direcio as raizes. E importante determinar qual o papel de

cada processo na absorcao de metais. Se a difusdo for predominante, por exemplo, fatores
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que reduzem a mobilidade difusiva do metal, como a complexacdo, devem reduzir
também a absor¢do pelas plantas (Mitsios & Danalatos, 2006). Por outro lado, se o fluxo
de massa ¢ mais importante, o aumento da transpira¢do da planta pode resultar em maior
absorc¢do do metal (Blaylock et al., 1997).

Estando os metais em contato com as raizes, eles poderdo ser absorvidos pelas
mesmas. Segundo Salt et al. (1995), os metais pesados essenciais € nao essenciais
possivelmente entram na planta pelos mesmos mecanismos. Duas etapas sdo importantes
nesse processo: a entrada passiva, via apoplasto (extracelular), e a entrada ativa, via
simplasto (intracelular). Primeiramente os metais atingem o apoplasto, onde a celulose,
hemicelulose e glicoproteinas presentes na parede celular atuam como trocadoras de
cations em fun¢do de suas cargas negativas. Por isso muitos metais podem ficar
adsorvidos a parede celular. Para atingir o xilema os metais primeiramente devem
atravessar a barreira da endoderme e as estrias suberizadas de Caspary. Assim, os metais
presentes no apoplasto sdo obrigados a atravessar as membranas plasmaticas das células
da endoderme para depois alcancgar o xilema.

A entrada de metais no interior da célula requer o transporte ativo dos mesmos
através das membranas. Este processo envolve o consumo de energia e possivelmente
depende da presenga de carregadores e canais da membrana plasmatica. Alguns genes
envolvidos no transporte de metais tém sido caracterizados. O gene IRT1 (Iron Regulated
Transporter) ¢ envolvido no transporte de ferro e zinco (Eide et al., 1996; Kim &
Guerinot, 2007). Diferentes familias génicas sd@o conhecidas por codificar proteinas
envolvidas no transporte de metais através da membrana plasmatica, por exemplo: familia
ZIP (Zinco Regulated Transporter /Iron Regulated Transporter Protein), especialmente
ZIP-3, que codificam proteinas capazes de transportar zinco, cddmio, cobre e
possivelmente manganés (Grotz et al., 1998); familia Nramp (Natural Resistance
Associated Macrophage Protein), cujos genes codificam proteinas transportadoras de
manganés em Arabidopsis thaliana (Thomine et al., 2000).

E possivel que diferentes metais (essenciais ¢ ndo essenciais) compitam pelos
mesmos carregadores na membrana plasmatica. Assim, a presenga de um metal podera
causar a deficiéncia de outro elemento, sendo este, considerado um efeito indireto de

toxidez dos metais pesados (Rhaman et al., 2005).
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2.2.3. Efeitos téxicos dos metais pesados nas plantas

A elevada concentragdo de metais nutrientes, como Fe, Zn, Cu, Ni ¢ Mn ou nao
nutrientes como Pb, Cr, Cd e Hg podem causar danos ao metabolismo normal das plantas.
A toxicidade pode ser resultante: (i) da ligacdo do metal com os grupos sulfidril das
proteinas, levando a inibi¢do da atividade e perda da estrutura; (ii) da substituicdo de
elementos essenciais, levando a deficiéncia dos mesmos; (iii) da formacdo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio que levam ao estresse oxidativo (Foy, 1978; Hall,
2002; Prasad, 2004; Kiipper & Kroneck, 2005). A concentragdo de metal pesado que
causa toxidez as plantas ¢ fortemente dependente da espécie vegetal e do tipo de metal. As
espécies vegetais diferem muito na capacidade de tolerar a presenga de metais e os
mecanismos de tolerdncia sdo geralmente especificos para cada metal. A seqliéncia de
toxicidade dos metais pesados em plantas varia em funcdo do grupo taxondmico
considerado: em angiosperma (Hordeum vulgare) a seqiiéncia observada foi Hg > Pb >
Cu> Cd > Cr > Ni > Zn e para algas (Chlorella vulgaris) Hg > Cu > Cd > Fe > Cr > Zn >
Ni > Co > Mn (Nieboer & Richardson, 1980 apud Shaw et al., 2004).

O aparato fotossintético ¢ um dos locais mais sensiveis ao excesso de metais. Os
metais pesados podem causar danos tanto na fase fotoquimica quanto na fase bioquimica
da fotossintese (Mysliwa-Kurdizel et al., 2004). Na fase fotoquimica, os danos sdo mais
severos no fotossistema Il em comparacdo com o fotossistema I (Clijsters & Assche,
1985). Os metais pesados podem interferir em praticamente todas as reacdes no
fotossistema II. O Cu, por exemplo, interfere no complexo de liberagao de oxigénio que
envolve a doacdo de elétrons da 4gua para o centro de reacdo do fotossistema II
(Mysliwa-Kurziel et al., 2004). Experimentos in vitro mostraram que Ni inibe o transporte
de elétrons (Krupa et al., 1993). Estudo com a alga Chlorella pyrenoidosa revelaram que
o cromo (VI) pode causar a destrui¢do do centro de reagdes do fotossistema II (Horcsik et
al., 2007).

Os metais interferem na fotossintese também por alterar a atividade de enzimas do
ciclo de Calvin. A atividade de uma das principais enzimas responsaveis pela fixagao do
carbono, a Ribulose 1-5 bisfosfato carboxilase-oxigenase, pode ser inibida por diferentes
metais como Ni, Cu, Zn, Cd, Zn, como foi de mostrado em diversas espécies: Cajanus
cajan (Sheoran et al., 1990), Oryza sativa (Lidon & Henriques, 1993), Hordeum vulgare
(Stiborova et al., 1988), Lolium perenne (Monnet et al., 2001), respectivamente.
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Os metais pesados interferem na sintese ¢ a degradagdo de pigmentos ligados a
fotossintese, como clorofilas e carotendides (Mysliwa-Kurdizel et al., 2004). Alguns
metais como Cu e Ni podem substituir o atomo de Mg da molécula da clorofila,
resultando em perda da eficiéncia fotossintética, porque as clorofilas substituidas ndo
mantém a fotossintese, pois, resumidamente, pode-se dizer que estas clorofilas perdem a
capacidade de absor¢do e transferéncia da energia (Kiipper et al.,, 1998, Kiipper &
Kroneck, 2005). Além disso, os metais pesados podem causar mudangas na estrutura dos
cloroplastos e no arranjo dos tilacéides (Choudhury & Panda, 2004; Vitéria et al., 2006).

A geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que leva ao estresse oxidativo é
uma das respostas comuns das plantas para diferentes estresses bioticos e abidticos. As
plantas, mesmo sob condi¢des normais produzem ROS nas células como intermedidrios
da redu¢do do O, para H,O. Para conter os efeitos deletérios das ROS, as plantas possuem
um eficiente sistema de defesa antioxidante constituido por enzimas (por exemplo,
peroxidase, catalase, superoxido dismutase) e componentes ndao enzimaticos (por
exemplo, cisteina, ascorbato, gluatationa) (Shaw et al., 2004; Gratdo et al., 2005a).
Diversos trabalhos mostram a a¢do do sistema antioxidante para conter os efeitos toxicos
dos metais pesados. Por exemplo, em culturas de células em suspensao de Coffea arabica,
Gomes-Junior et al. (2006) verificaram que a inducdo da atividade de enzimas
antioxidantes como superdxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase e ascorbato
peroxidase evitaram a peroxidacao de lipidios nas células expostas a 0,05 mM NiCl,,

A peroxidagdo de lipidios ¢ considerada um indicador de estresse oxidativo em
plantas, que leva a perda da integridade e funcionalidade das membranas celulares. A
peroxidacdo pode ser induzida por espécies reativas de oxigénio que sdo geradas como
resultado da toxidez de metais pesados em plantas (Panda, 2003). Cardoso et al. (2005)
verificaram, por exemplo, o aumento da peroxidacdo de lipideos na parte aérea de
plantulas de Crotalaria juncea expostas a 0,5 mM de NiCl,.

O crescimento das plantas ¢ usualmente utilizado com um parametro para avaliar a
toxidez dos metais pesados (Kohl & Ldsch, 2004). A inibi¢cdo do crescimento por metais
pesados ¢ resultado de desordens metabolicas e de efeitos diretos sobre o crescimento, isto
¢, pelas interagdes com polissacarideos da parede celular que resultam na reducao da
plasticidade e conseqiiente reducdo do tamanho das células (Seregin & Ivanov, 2001). O
crescimento das raizes geralmente ¢ mais afetado pelos metais pesados, possivelmente por
ser este o local de maior acimulo de metais na maioria das espécies vegetais (Pandolfini

et al., 1992; Liao et al., 2000). A redugdo do crescimento também pode ser resultado de
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distarbios nutricionais causado pelos metais pesados. Em Zea mays, por exemplo, o
cromo reduziu a absor¢do de Fe, Zn e Mn (Sharma & Pant, 1994). Em Vigna unguiculata,
a concentracao de ferro na parte aérea foi menor nas plantas expostas a niquel (Kopittke et
al., 2007).

Os efeitos diretos e indiretos dos metais pesados levam ao aparecimento de
sintomas visuais de toxidez. Em geral os sintomas mais visiveis da fitotoxicidade por
metais pesados incluem, caracteristicamente, reducdo do crescimento, clorose e necrose
das folhas, e posteriormente sintomas tipicos de senescéncia e abscisdo (Shaw et al.,
2004). A concentragcdo de metal nos tecidos foliares acima da qual a produgdo da parte
aérea ¢ reduzida ¢ considerado o nivel critico de toxidez. Este nivel na planta pode ser
definido como sendo a concentragdo do elemento na parte aérea que reduz em 10% a
produgdo da planta (Kabata-Pendias, 2000). De acordo com Davis et al. (1978) citado por
(Kabata-Pendias, 2000) o nivel critico de alguns metais para Hordeum vulgare é em mg
kg'lz Cd=1,5; Cu= 20; Hg= 3; Ni= 26; Pb= 35 e Zn=290.

Muitos trabalhos como, por exemplo, Barcel6 & Poschenrieder (1990); Sanita di
Toppi et al. (2002); Vitéria et al. (2006); Kozhevnikova et al. (2007) mostram que as
plantas, quando expostas a concentragdes excessivas de metais pesados, podem apresentar
modificagdes nas estruturas anatdOmicas e¢ morfologicas. Entretanto, em muitos casos ¢
dificil separar quando estas alteracdes na estrutura representam algum tipo de adaptacao
das plantas para tolerar os efeitos toxicos dos metais ou quando elas sdo simplesmente um
efeito negativo do metal sobre a célula ou tecido levando a um distarbio da fungdo e
estrutura da célula (Barcelo & Poschenrieder, 2004).

Dada a grande variacdo que as espécies vegetais apresentam na capacidade de
absorver e acumular metais pesados, o estabelecimento de faixas de concentracdes
‘normais’ para as plantas ndo ¢ um processo simples. Entretanto, alguns autores
apresentam valores considerados normais para as plantas (Tabela 3). Como pode ser
observado na tabela 3, para alguns metais como o chumbo, os valores considerados
normais sdo bem variaveis entre os autores. Entretanto, para a maioria dos metais existe
certo consenso entre os autores. Embora varidveis estes valores sdo importantes, pois
permitem balizar os estudos de influéncia de metais nas plantas e permitem comparar

resultados de diferentes experimentos.
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Tabela 3. Concentragdes foliares de metais pesados consideradas normais, segundo

diferentes autores.

Elemento Concentracio (ug g”)
(Markert, 1994)  Kabata-Pendias (2000)* (Adriano, 2001)*

Cédmio 0,05 0,05- 0,2 0,05
Cromo 1,5 0,1-0,5 1,0

Cobre 10 5-30 5-20
Chumbo 1,0 5-10 0,2-1
Niquel 1,5 0,1-5,0 0,05-5
Zinco 50 27-150 27 -150

*- Estas concentragdes foram tabuladas por estes autores tendo como referéncia iniimeros trabalhos de
diversos autores.

2.2.4. Estratégias de resposta das plantas as elevadas concentracdes de

metais pesados no solo.

O conhecimento de que certas espécies vegetais sdo capazes de colonizar solos
metaliferos ¢ conhecido desde a década de 40 (Brooks, 1998). Essas espécies podem
adotar a combinacdo de duas diferentes estratégias para evitar o efeito toxico dos metais:
excluir o metal ou permitir a acumulagdo nos tecidos utilizando, para tanto, diferentes
mecanismos de tolerdncia internos (Salt, 2001). Baker (1981) classificou as plantas
segundo as respostas das mesmas as elevadas concentragdes de metais no solo, como:

e Exclusoras- a concentragdo do metal na parte aérea ¢ mantida constante € menor
que a concentra¢do do metal no solo, até determinado limite acima do qual os
mecanismos de resisténcia nao sdo mais eficientes ¢ a concentracdo aumenta
bruscamente;

e Indicadoras- a absorcao e o transporte para a parte aérea sdao regulados de modo
que a concentracao interna reflete os niveis externos; e

e Acumuladoras- apresentam a capacidade de acumular metais na parte aérea tanto

em solos com baixa ou elevada concentragdo de metal (Figura 3A).

Recentemente, McGrath et al. (2000) propuseram algumas alteragdes no modelo

proposto por Baker (1981) (Figura 3B). Isto se deve aos novos conhecimentos obtidos.
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Estes mostram que as plantas hiperacumuladoras sdo capazes de acumular metais em
concentragdes bem acima das plantas indicadoras e exclusoras, sem apresentarem
sintomas de toxidez. Além disso, no modelo proposto por Baker (1981), as plantas
hiperacumuladoras poderiam crescer em solos com baixa concentracdo de metais.
Entretanto, agora ¢ conhecido que isto ndo ¢ verdadeiro, pois as plantas
hiperacumuladoras de Zn possuem um maior requerimento fisioldgico deste metal, em
comparagio com outras espécies (Shen, 1997; Kiipper et al., 1999). E importante ressaltar
que para ser classificada como uma espécie hiperacumuladora a planta deve acumular
elevada concentracdo de metal na parte aérea e nao apresentar sintomas de toxidez

(Callahan et al., 2006).

acumuladora hiperacumuladora

aérea da planta

indicadora

aérea da planta

exclusora

Concentracdo de metal na parte

exclusora

Concentragdo de metal na parte

Concentrag&o de metal no solo Concentragdo de metal no solo

Figura 3. Possiveis respostas das plantas ao aumento de concentragdo de metais no solo.

(A) modelo proposto por Baker (1981) e (B) modelo proposto por McGrath et al. (2000).

2.2.5. Mecanismos de tolerancia a metais pesados

A tolerancia a metais pesados pode ser definida como a capacidade de uma planta
de sobreviver e reproduzir em locais que sdo toxicos ou perigosos para a maioria das
outras plantas, devido a elevada concentracio no solo de um ou mais metais. Esta
definicdo de tolerancia requer a demonstracao da fitotoxicidade do solo e a capacidade de

uma planta crescer e reproduzir sem qualquer sinal de toxidez neste solo fitotdxico, onde
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a maioria de outras plantas para o crescimento normal ¢ mostram sinais de toxidez

(Macnair, 1993; Macnair & Baker, 1994).

2.2.5.1.Mecanismos de exclusao

No caso das plantas exclusoras, a exclusdo dos metais pode ocorrer em dois niveis,
exclusdo das raizes ou exclusdo da parte aérea (Salt, 2001). A exclusdo das raizes pode
ocorrer pela redugcdo da concentragdo de ions livres no solo que sdo disponiveis para a
absor¢ao e modificagdo de transportadores de membrana nas raizes. A reducdo da
concentragdo de ions livres no solo pode ser feita por meio da secrecdo de substancia
quelantes pelas raizes, na rizosfera. Um exemplo tipico ¢ a liberagdo, pelas raizes, de
acidos organicos induzida pelo aluminio. Os acidos organicos sdo capazes de quelar Al
reduzindo assim a concentracdo de ions livres na solucao do solo (Kochian, 1995). Em
Thlaspi arvense, espécie ndo-acumuladora de Ni, a liberagdo de citrato e histidina pelas
raizes aumentam com a exposi¢do das plantas a niquel. De modo contrario, a espécie
hiperacumuladora de niquel T. goesingense, quando exposta a concentragdes crescentes
de niquel, nao apresenta aumento da concentracao de citrato e histidina no exudato (Salt
et al., 2000). Possivelmente nesta espécie o mecanismo de metal-exclusdo tenha sido
suprimido, permitindo a hiperacumulagio de niquel. E importante ressaltar que, em
muitos casos a liberacdo de agentes quelantes pelas raizes favorece a absor¢ao do metal,
aumentado a concentragao deste na planta. Um exemplo classico ¢ a absor¢do de ferro
(Romheld & Marschner, 1986).

A modifica¢do da expressdo de transportadores de membrana plasmatica ¢ outro
mecanismo que pode levar a exclusdo de metais, tanto pela redu¢do do influxo e/ou
aumento do efluxo. A expressao de genes ZIP1-3, os quais estdo envolvidos no transporte
de zinco, caddmio, cobre e possivelmente manganés, ¢ fortemente induzida em raizes de
plantas deficientes em zinco. Sob condigdes de concentracdes suficientes ou de excesso
de zinco, a expressao ¢ suprimida (Grotz et al., 1998). Este mecanismo permite a planta
excluir o excesso de zinco das raizes.

O aumento da expressao de genes envolvidos no transporte de metais para fora das
raizes tem sido estudado como sendo outro mecanismo de exclusdo de metais (Van der
Zaal et al., 1999; Hall, 2000). Entretanto, pouco ainda é conhecido sobre este mecanismo.

A exclusao dos metais da parte aérea ¢ uma caracteristica comum a grande maioria

das espécies vegetais. Uma das formas de restringir o transporte para a parte aérea de
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determinado metal é a acumulagao deste em uma forma imével dentro das raizes. Plantas
expostas a cadmio, por exemplo, mantém-no nas raizes devido acomplexacdo do mesmo
aos grupos tidis das fitoquelatinas. Estes complexos ndo sdo transportados para a parte
acrea (Rauser, 1999, Salt et al., 1995). A compartimentalizacdo dos metais no vactolo das
células radiculares também ¢ um eficiente mecanismo que reduz o transporte de metal
para a parte aérea (Salt, 2001). A acumulagdo de zinco no vactiolo das células radiculares
da espécie Thlaspi arvense (nao-acumuladora) foi encontrada ser aproximadamente o
dobro da concentragdo encontrada no vactolo da espécie hiperacumuladora T.
caerulescens (Lasat et al., 1998). A complexagdo dos metais com a parede celular das
células radiculares podem auxiliar na retencdo de metais nas raizes. A parede celular
primdria consiste de uma rede de celulose, hemicelulose (incluindo pectinas) e
glicoproteinas. Uma porg¢do variavel da fragdo péctica consiste de acido poligalacturdnico
que apresenta grupos carboxilicos negativamente carregados atuando como sitios de
ligacdo de cations. O nimero de sitios negativamente carregados na parede celular ¢
varidvel, sendo maior nas dicotiledoneas do que nas monocotiledoneas (Greger, 2004).
Inumeros trabalhos mostram a acumulagdo de metais na parede celular, especialmente, no

espessamento da endoderme das raizes (Wierzbicka, 1987; Heumann, 2002).

2.2.5.2.Mecanismos de acumulacdo dos metais na parte aérea

Como dito anteriormente, algumas espécies desenvolveram a capacidade de tolerar
a presenca de elevada concentragdo de metais no solo, acumulando estes na parte aérea.
Isto foi descrito primeiramente por Minguzzi & Vergano (1948) apud Brooks (1998). Os
autores observaram que a espécie Alyssum bertolonii Desv., que crescia em solo
contaminado tinha a extraordindria capacidade de acumular nos tecidos da parte aérea
cerca de 10.000 pg g de Ni. Somente 30 anos depois, o termo hiperacumuladora foi
criado para descrever plantas que possuem a capacidade de acumular concentragdes
elevadas de metais na parte aérea da planta (Brooks et al., 1977 apud Brooks, 1998).

Atualmente sdo conhecidas mais de 400 espécies hiperacumuladoras de diferentes
metais. Estas espécies estdo distribuidas em cerca de 50 familias. A familia Brassicaceae
possui o maior numero de espécies hiperacumuladoras. Dentre todas as
hiperacumuladoras identificadas, cerca de 75% sdo acumuladoras de niquel (Kiipper &

Kroneck, 2007). Estas espécies geralmente acumulam 3 a 4% de niquel na matéria seca
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das folhas. Poucas espécies sdao conhecidas por hiperacumular cromo. Isto possivelmente
ocorre porque 0 cromo no solo ocorre predominantemente na forma de Cr , que ¢ uma
forma pouco disponivel para as plantas. A espécie Brassica juncea é conhecida por
hiperacumular Cr', bem como Cu, Pb, Ni, Zn (Prasad, 2005). Para tolerar a elevada
concentracdo de metal na parte aérea, as plantas desenvolveram inumeras estratégias,
descritas a seguir.

Uma vez absorvido pelas raizes, o transporte do metal para a parte aérea ¢
controlado por dois principais processos: movimento para dentro do xilema e o volume do
fluxo através do xilema, este ultimo sendo mediado pela pressdo de raiz e transpiragdo
(Salt, 2001). O carregamento do xilema ¢ um processo controlado pelos transportadores
de membrana; entretanto, estes ndo sdo completamente conhecidos (Clemens, 2001,
Clemens et al., 2002). A quelagdo de metais com certos ligantes, como histidina, e
nicotianamina, parece ser um processo que facilita o carregamento do xilema. Trabalhos
com a espécie hiperacumuladora Alyssum lesbiacum tém mostrado que o aumento na
concentragdo do aminoacido histidina aumenta a concentragao de Ni no xilema (Kerveb &
Kriamer, 2003). Uma vez dentro do xilema, os metais sdo transportados para a parte aérea.
Diversos trabalhos tém sugerido que no xilema os metais sdo transportados
principalmente ligados a aminoacidos e acidos organicos. A complexag¢ao de metais com
ligantes diminui a atividade quimica dos metais, diminuindo assim, a toxidez dos mesmos
(Kramer et al., 1996; Salt et al., 1999; Pickering et al., 2000; Haydon & Cobbett, 2007).

Quando os metais chegam as folhas, eles necessitam ter seu potencial toxico
reduzido, para que nao causem danos ao metabolismo. As plantas hiperacumuladoras
utilizam diferentes mecanismos para prevenir a toxicidade dos metais. A complexacao dos
ions metéalicos por ligantes ou precipitagdo com compostos insoluveis reduzem a
concentragdo de ions metalicos livres com alta atividade quimica. Um exemplo deste
mecanismo ¢ a complexacdo do Cd com as fitoquelatinas. Este complexo ¢
posteriormente acumulado nos vactolos (Vogeli-Lang & Wagner, 1990; Salt & Rauser,
1995).

Estudos recentes t€ém indicado que a compartimentalizacdo dos metais deve ser o
mecanismo chave da tolerdncia das plantas hiperacumuladoras. Os metais sao
preferencialmente seqiiestrados em compartimentos subcelulares, especialmente na parede
celular (Krdamer et al., 2000; Li et al., 2006), no vactolo (Kiipper et al., 1999; Kiipper et
al., 2001) e em células nao fotossintéticas (Kiipper et al., 1999; Frey, 2000; Psaras et al.,

2000; Kiipper et al., 2001). Na epiderme, os metais sdo excluidos das células guardas, que
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sdo as unicas células fotossintetizantes da epiderme (Psaras et al., 2000; Kiipper et al.,
2001). A parede celular parece desempenhar uma importante fungdo na detoxificacdo de
metais em espécies hiperacumuladoras de Ni e Zn/Cd. Aproximadamente 60-70% de Ni e
/ou Zn acumulado foi encontrado na parede celular (Kramer et al., 2000; Li et al., 2005).
A descoberta de que certas espécies vegetais possuem a capacidade de acumular
grande quantidade de metais tem despertado o interesse de uso destas plantas para
promover a “limpeza” de solos contaminados por metais pesados no processo conhecido
como fitorremediacdo. Este termo foi primeiramente proposto por Chaney (1983) e

muitos trabalhos tém sido realizados nesta dire¢ao.

3. FITORREMEDIACAO COMO METODO DE RECUPERACAO DE
AREAS CONTAMINADAS POR METAIS PESADOS.

A fitorremediacdo pode ser definida como uso de plantas e dos microorganismos
associados para remover, degradar, ou seqiiestrar contaminantes perigosos do solo, da
agua e do ar (Raskin et al., 1997; Salt et al., 1998; Prasad, 2001). A fitorremediagdo pode
ser utilizada para contaminantes organicos como hidrocarbonetos e inorganicos como
metais pesados. Nessa revisao iremos explorar exemplos do uso de plantas para a
remediacdo de solos contaminados por metais pesados, por ser esta a abordagem deste
trabalho de pesquisa.

A fitorremediacao apresenta diferentes métodos os quais sdo dependentes do tipo
de contaminante e do objetivo da remediacao (Figura 4). Prasad (2001) forneceu uma
descri¢cao dos métodos de fitorremediacdo, podendo ser resumidos em: fitoestabilizagdo,
fitovolatilizacdo e fitoextragao.

Na fitoestabilizag@o as plantas s3o usadas para estabilizar baixos niveis de metais
presentes no solo via absor¢ao ou precipitagdo, evitando assim, a mobilizagao e lixiviacao
dos contaminantes no solo (Salt et al., 1995). Os possiveis mecanismos envolvidos neste
método incluem seqiiestro do metal dentro das células das raizes e/ou ligados a parede
celular, ligagdo do metal & matéria organica, diminuindo a mobilidade do contaminante.
A fitoestabilizacdo ¢ um método eficiente para locais onde os limites ndo estdo muito

acima dos permitidos, sendo utilizada principalmente apds o uso de outro método de

Referencial teorico 33



remediacdo. A utilizagdo de plantas com o objetivo de diminuir a erosdo em dareas

contaminadas, também ¢ referido como fitoestabilizacdo (Pilon-Smits, 2005).

Fitoextracdo

Fitovolatilizagao

Fitoestalizaca

@ = Metal pesado

Figura 4. Métodos de fitorremediagdo para solos contaminados com metais pesados.

(Adaptado de Pilon-Smits, 2005).

Fitovolatilizagdo ¢ um método empregado somente para contaminantes que sao
altamente volateis. Este método pode ser utilizado para 4reas contaminadas por mercurio
e selénio. Apds absorcdo estes metais sdo por convertidos em formas ndo toxicas e sao
volatilizados para atmosfera via raizes, caules e folhas (Zayed et al., 2000). Algumas
espécies do género Brassica sdo capazes de volatilizar selénio.

Fitoextragdo consiste no uso de plantas capazes de absorver e de acumular nos
tecidos grandes quantidades de metais. Posteriormente, as plantas sdo colhidas e podem
ser processadas para a separagdo do metal (dependendo da viabilidade econdémica), ou
entdo, incineradas, sendo as cinzas depositadas em local apropriado. E importante lembrar
que o volume das cinzas ¢ significativamente menor que a biomassa fresca das plantas ou
ainda do solo contaminado. Outra possibilidade promissora ¢ a utilizagdo destas plantas
para a geragdo de biodiesel ou o uso industrial de fibras (Alkorta et al., 2004; Gratao et
al., 2005). A fitoextragdo tem sido comercialmente utilizada, especialmente nos EUA,
para a remediacdo de solos contaminados por diferentes metais (Lasat, 2002). Embora
considerada uma tecnologia barata em comparacdo com as tecnologias convencionais de
descontaminagdo de solos, a fitoextragdo exige planejamento minucioso com técnicas

adequadas, baseado num profundo estudo das caracteristicas ambientais da darea
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contaminada, por meio de uma equipe ampla de profissionais qualificados (Alkorta et al.,
2004; Gratao et al., 2005).

Um ponto fundamental para o sucesso do desenvolvimento de projetos de
fitorremediacdo ¢ a escolha das espécies a serem utilizadas. Particularmente para a
fitoextragdo, as espécies devem apresentar rapido crescimento, elevada producao de
biomassa, sistema radicular abundante, facil colheita e, fundamentalmente, capacidade de
tolerar e acumular grande quantidade de metais na parte aérea (Prasad, 2001; Yang et al.,
2005). Entretanto, muitas espécies hiperacumuladoras ndo possuem algumas destas
caracteristicas, dificultando a viabilidade de projetos de fitorremediagdo. Por isso muitos
estudos estdo sendo realizados com o objetivo de entender os mecanismos moleculares da
hiperacumulacdo e, a partir disso, criar plantas transgénicas com grande parte das
caracteristicas Otimas para a fitorremediagdo (Hassinen et al., 2007; Parameswaran et al.,

2007).

4. ASPECTOS GERAIS DA REGULAMENTACAO DOS NIVEIS DE METAIS
NO SOLO.

No Brasil, infelizmente, até o momento, ndo existe uma lei que regulamente os
niveis normais de metais no solo. Atualmente, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
CONAMA tem discutido a formulacao desta lei. Entretanto, dada a extensao do Brasil ¢ a
variagao nos tipos de solo em cada regido, possivelmente, os limites serdo determinados
em cada estado (CONOMA, 2006). Sao Paulo ¢ o unico estado que desde 2001, por meio
da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental-CETESB, estabelece valores
orientadores para avaliacdo da qualidade do solo (Tabela 4). Para o estabelecimento
destes valores, a CETESB tomou por base inimeras determina¢des da concentragdo em

solos de Sao Paulo e as metodologias adotadas em diferentes paises (CETESB, 2001).
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Tabela 4. Comparagdo dos valores orientadores para solo do estado de Sdo Paulo com os

valores internacionais (concentragdo, mg kg'l), (CETESB, 2001).

Referéncia Alerta Valores de intervengao

CETESB- Sao Paulo

Agricola/APMax  Residencial Industrial

Cu 35 60 100 500 700
Cr 40 75 300 700 1000
Ni 13 30 50 200 300
Pb 17 100 200 350 1200

EUA (SSL soil screening levels, ingestao de solo)

Agricola/APM Residencial Industrial

Cu - - -

Cr - 390 -

Ni - 1600 41000
Pb - 400 -

Alemanha (valores gatilho, ingestao direta de solo)
Residencial Parque Industrial

Cu - - -

Cr 400 1000 1000
Ni 140 350 900
Pb 400 1000 2000

Valor referéncia de qualidade - valores indicador de boa qualidade do solo, obtida para os solos
do estado de Sdo Paulo. Valor alerta - indica uma possivel alteragdo da qualidade natural dos
solos, ha um potencial poluidor. Valor intervencdo - limite acima do qual ha risco potencial a

satide humana. APMax- area de protecdo maxima, compreende zona de recargas de aqiiiferos.

Verifica-se que as concentracdes sdo varidveis e isto esta relacionado
especialmente com as condi¢des edafoclimaticas de cada pais e os diferentes critérios
adotados em cada pais. Portanto, ¢ de grande urgéncia o estabelecimento das
concentragdes limites para o Brasil, de forma a contemplar todas as variagdes
edafoclimaticas aqui existentes.

Nao existem dados oficiais a respeito do nimero de areas contaminadas por metais
pesados no Brasil. Entretanto, somente no estado de Sdo Paulo sdo reportadas 238 areas

contaminadas por metais pesados (CETESB, 2006). A legisla¢do brasileira, embora nao
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regulamente os niveis normais de metais nos solos, exige a recuperagdo de dareas
contaminadas a fim de diminuir os riscos a saide humana e ao ambiente. Nesse contexto o
estabelecimento de indices de contaminagdo, em conjunto com os estudos estudo de
métodos para a recuperacdo de areas contaminadas, ¢ uma necessidade crescente.
Conforme demonstrado anteriormente, a fitorremediacdo ¢ uma tecnologia adequada,
economicamente vidvel. Mas para isso € necessario evoluir com o estudo de espécies
vegetais que apresentem caracteristicas desejaveis para a fitorremediagdo e que sejam

adaptadas as condic¢des climaticas brasileiras.

5. CARACTERISTICAS INTERESSANTES DA MAMONA (RICINUS
COMMUNIS L.) PARA O USO EM FITORREMEDIACAO.

A mamona (Ricinus communis L.) também popularmente conhecida como
carrapateira ¢ palma christim, ndo possui um local de origem bem definido. Segundo
Fontquer (1979), ela é originaria possivelmente da India. Entretanto, para De Candolle
(1836) apud Rodrigues et al. (2002) a mamona seria originaria da Africa intertropical. De
acordo com Cronquist (1968), a posi¢cdo sistematica da mamona ¢ a seguinte: Divisdo
Magnoliophyta; Classe Magnoliopsida; Euphoriales Lendley; Familia Euphorbiaceae
Jussieu; Subfamilia Euphorbioideae (=Crotonideae) Pax; Tribo Crotoneae Pax; Género:
Ricinus L. Atualmente, segundo a classificacdo do Agiosperma Phylogeny Group- APG II
(2003), a mamona pertence a subfamilia Acalyphoideae, tribo Acalypheae e subtribo
Ricinae.

A mamona ocorre espontaneamente em todo o Brasil e acredita-se que as sementes
tenham chegado ao Brasil no século XVI trazidas pelos escravos (Rodrigues et al., 2002).
As sementes possuem um dos compostos mais toxicos conhecidos na natureza, a ricina.
Atualmente, a mamona tem despertado grande interesse, dada a possibilidade de produgio
de biodiesel a partir das sementes. O conteudo de 6leo na semente de mamona ¢ cerca de
43-45%, sendo bem maior que a concentragdo de 17% encontrada em sementes de soja
(Glycine max). Em termos de rendimento de dleo, seria possivel produzir entre 0,5 a 1
tonelada de 6leo por hectare. O 6leo de mamona é empregado em inimeros segmentos
industriais, como na fabricagdo de Oleos lubrificantes para aeronaves, 6leos para a
fabricacdo de tintas e vernizes, na fabricacdo téxtil, para a obtencdo de fibras e na

industria farmacéutica.
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Ricinus commmunis L. possui porte arbustivo ou, com menor freqiiéncia, porte de
arvore, que geralmente mede cerca de 2 metros de altura, mas que, algumas vezes pode
chegar até 10 a 15 metros altura. A mamona ¢ conhecida por sua rusticidade e capacidade
de colonizar ambientes com condi¢des adversas. Apresenta crescimento rapido e boa
producdo de biomassa. Essas caracteristicas sdo desejaveis para espécies
fitorremediadoras. Porém, poucos trabalhos tém avaliado a resposta desta espécie a metais
pesados, bem como o uso na revegetacdo de areas mineradas (Mendes et al., 2007). Khan
et al. (1998) analisaram a concentracdo de metais (Cd, Zn, Cu, Pb) em plantas que
cresciam em areas de deposito de residuos de aco. Dentre as espécies estudadas, a
mamona apresentou a melhor capacidade de acumulo de Zn, sendo considerada uma
espécie promissora para a remocdo deste metal do solo. Em experimento com solucgdo
nutritiva Romeiro et al. (2006) caracterizaram a mamona como uma espécie
hiperacumuladora de Pb, também indicando a planta como espécie promissora para a
fitorremediagdo. Por outro lado, alguns trabalhos sugerem que a mamona poderia ser
utilizada como uma planta indicadora de polui¢cdo aérea. Amazarray (1985) mostrou que a
atividade da enzima d-aminolevulinato deidratase (6-ALA) em folhas de mamona foi
inibida por diferentes metais pesados (Mn, Hg, Co, Cd, Cu, Zn, Ni e Pb) quando expostas
a concentracdes varidveis de 1 a 200 uM. A campo, a autora obteve correlagdes
significativas entre a atividade da enzima em folhas de mamona (coletadas em 53 locais

em Porto Alegre) e a intensidade de trafego urbano.
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CAPITULO |

COMUNIDADE VEGETAL PIONEIRA EM CINZA DE CARVAO
MINERAL: UM MODELO PARA INiCIO DE UMA RESTAURACAO
ECOLOGICA?

Projetos de restauracdo de areas intensamente impactadas, como as dreas de
mineracdo e deposito de cinzas de carvao mineral, geralmente tém focado o uso da
cobertura vegetal para estabilizar o substrato. Na pratica, muito esfor¢o é concentrado na
primeira etapa da revegetacao, quando o rapido estabelecimento da vegetacao € requerido
para o controle do escoamento superficial e da erosdo. Nas etapas seguintes, que envolvem
o desenvolvimento da comunidade vegetal a longo prazo, as ac¢des sdao reduzidas ou
inexistentes. Grande parte dos projetos de recuperacdo utiliza inicialmente uma espécie
graminea para recobrir o solo e, posteriormente, ou conjuntamente, sdo introduzidas
espécies arboreas, nao considerando o processo de sucessdo natural. O processo
sucessional ndo inicia somente com plantas arboreas, mesmo que o clima local seja
propicio a uma comunidade florestal.

Segundo Bradshaw (2003), o uso do processo de sucessdo vegetal para a
revegetacao de dreas impactadas ¢ uma técnica valiosa que desperta a atengdo nao s de
ecologistas, mas também de engenheiros. Para utilizar os processos naturais na
recuperagdo de uma area ¢ preciso observar quais componentes necessitam de alguma
assisténcia, para que o sucesso da revegetagdo seja alcancado em um tempo razoavel. O
uso de processos naturais, mesmo que alguma assisténcia possa ser requerida, € vantajoso
porque diminui o trabalho na 4rea a ser revegetada, o resultado ¢ mais proximo da
condig¢do natural e tende a ser auto-sustentavel.

Entender como o processo sucessional ocorre naturalmente ¢ indispensavel para
que a restauragao de um ambiente degradado ocorra o mais proximo possivel de uma
condicdo natural (Rogalski et al., 2005). A observagdo de comunidades vegetais que se
estabelecem espontaneamente em areas de intensa perturbacdo pode fornecer intimeras
informagdes que podem contribuir para a restauragdo de outras areas sob impacto

semelhante. Rogalski et al. (2005) chama atencao que a utilizagdo de espécies vinculadas
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ao tipo de degradagdo ¢ importante, pois se saberd antecipadamente que estas espécies
respondem bem aquelas condi¢des ambientais. No caso especifico das cinzas de carvao
mineral e de rejeitos de carvao a tolerancia a metais pesados pode ser uma caracteristica
importante para o estabelecimento e o desenvolvimento da espécie.

No Brasil, ndo foi encontrado nenhum trabalho que tenha realizado estudos de
revegetacdo em areas de depodsito de cinzas de carvao mineral, e a maioria dos trabalhos
internacionais enfatiza o estudo da capacidade de espécies vegetais especificas para a
revegetacdo de areas de deposito de cinzas. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar se a comunidade vegetal espontaneamente estabelecida em um deposito de
cinza de carvao mineral podera ser utilizada como modelo para a revegetacao de areas com
degradacdo semelhante, enfatizando a fun¢ao da mamona Ricinus communis L. neste

sistema, por ser esta a espécie visualmente predominante na area de estudo.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no depdsito de cinzas de carvao mineral situado no patio
da Usina Termelétrica de Sao Jeronimo, a margem do rio Jacui, localizada no municipio de
Sao Jer6onimo, RS (Figura 1). A usina termelétrica de Sdo Jeronimo (UTSJ) estd em
funcionamento desde 1953, ¢ uma usina de pequeno porte, com capacidade instalada de 20
MW que utiliza como combustivel o carvao mineral proveniente do municipio de Minas do
Ledo, RS. A usina conta com um processo antigo de queima, em leito fixo. As cinzas leves
sdo retiradas por equipamentos do tipo ciclones e ndo por precipitadores eletrostaticos, os
quais sdo mais eficientes na retengdo de particulas e mais comumente utilizados no Brasil.

Tanto as cinzas grossas quanto as cinzas leves produzidas na usina foram ao longo
dos anos sendo depositadas nas areas adjacentes da usina. Neste local, as cinzas grossas
(pesadas) e leves (finas) foram depositadas separadamente. Na area do depodsito onde as
cinzas leves foram depositadas, a camada varia de 0,5 a 5m de profundidade (Mercado
d’Agua, 2003, apud Minozzo, 2006) e ocupa uma area total de aproximadamente 23 ha

(Figura 2).
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O deposito sofreu uma forte alteragcdo em meados de 2003 com o inicio da
instala¢do de programas de recuperagdo da area. Estes consistiram, inicialmente, somente
na remodelagem mecéanica da area com depodsito de cinza grossa e parte do depodsito de
cinzas leve, cobertura das cinzas com uma camada de solo plantio de gramineas e de
mudas de arbdreas nativas. Nesse periodo também foi implantado um novo sistema para a
deposicao das cinzas. Bacias foram construidas para a conten¢do da cinza leve. Quando
essas bacias estdo cheias, a cinza ¢ retirada e transportada com caminhdo até a area de

extragcdo de carvao onde ¢ depositada nas cavas de onde foi retirado o carvao.

BES4600

BES4:500

428700
429300 |

Figura 1. Localizagdo da Usina Termelétrica de Sdo Jerdnimo, RS, mostrando as

instalagdes da termelétrica (vermelho), depdsito recente de cinzas (branco).

A érea do deposito da cinza leve de aproximadamente 1 ha, que é parte da area que
ndo sofreu alteragdes com o estabelecimento do programa de recuperacdo, foi utilizada
para o desenvolvimento deste trabalho. A é4rea ¢ recoberta por vegetacdo espontanea.
Segundo técnicos responsaveis do local e observacdes do nosso grupo de pesquisa, a area
pode ser sub-dividida em quatro areas segundo o periodo da tltima deposi¢do de cinza no

local:
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e Area - area com deposic¢do recente de cinza, menos de 1 ano;
e Area 2- area sem deposi¢do de novas cinzas entre 1 e 2 anos;
e Area 3- area sem deposicao de novas cinzas entre 2 € 3 anos; e

e Area4 - area sem deposi¢do novas cinzas entre 4 e 5 anos.
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Figura 2. Localiza¢do dos pontos de coleta na area de depdsito de cinza na usina

termelétrica de Sao Jeronimo. (Modificado Minozzo, 2006).

Levantamento de dados

a) Vegetacao

Em cada area (Al, A2, A3 e A4), foi tracado uma transecional de 30 m de
comprimento. A partir desta transecional foram demarcadas seis parcelas (unidades
amostrais) de 1m” cada, distanciadas entre si de aproximadamente 13,5m (Figura 3). Em
cada parcela foi realizado o levantamento das espécies e estimada a porcentagem de
cobertura do solo, que cada espécie ocupava, segundo as bases do método de abundancia e
cobertura de Braun-Blanquet (1979). Para a estimativa da cobertura vegetal foi utilizado o

estrato da vegetacdo em 1 m de altura. Estabeleceu-se uma escala com oito classes,
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correspondentes a porcentagem de cobertura de cada espécie, modificando a escala de

Domin-Krajma citada em Braun-Blanquet (1979) conforme segue abaixo.

0-5%=1 21-40%=5
6-10%=2 41 -60% =6
11- 15% =3 61 - 80%=7
16 -20% =4 81 - 100%= 8

b) Coleta e analise de cinza ¢ de mamona (Ricinus communis L.)

A cinza foi coletada em duas profundidades a partir da superficie do depdsito: 0-20
cm e 100-120 cm. As amostras foram coletadas nessas profundidades para verificar se as
cinzas estavam tendo algum tipo de alteragdo no perfil. Trés amostras compostas foram
coletadas em cada transecional estipulada para a vegetacdo. Cada amostra composta
continha seis sub-amostras coletadas em duas parcelas (Figura 3). As amostras foram
coletadas com auxilio de um cano de PVC, de 2,5 cm didmetro, seccionado ao meio €

acoplado a um trado de solo do tipo Calador.

O O
£ O \ O O O \
— O 0O O

> Amostra Amostra Amostra

= de cinza 1 de cinza 2 de cinza 3
o~

O O | O

O O O
O 13,5m O O
30m

Figura 3. Esquema de uma transecional adotada para o levantamento floristico e coleta de

amostras de cinza nas areas de depdsito de cinza leve.

No laboratorio, as amostras foram secas em estufa a 60 °C durante 72 horas. As
analises quimicas foram feitas no laboratério de Solos da Faculdade de Agronomia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram determinadas as seguintes variaveis:
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pH em 4gua 1:5 (potenciometria); porcentagem de carbono organico (combustdo umida
Walkey Black); CTC, capacidade de troca de cations (extragdo acetato de amoénio 1 M);
nitrogénio total (TNK: Kjeldahl); fésforo e potassio extraivel (Mehlich-I); célcio trocével
(extraido com KCl1 1 mol I'"); enxofre-SO4 (extraido com CaHPO4 500 mg I'"), conforme
Tedesco et al. (1995). Aluminio, ferro, cobre, niquel, chumbo foram extraidos segundo
US-EPA 3050" (1986). As leituras destes ultimos cinco metais foram feitas em
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e os
resultados expressos em mg kg™

Plantas de R. communis foram coletadas para avaliar os teores de metais nas folhas
e nas raizes. As plantas de mamona foram coletadas o mais proximo possivel do local de
amostragem das cinzas. Em cada area foram coletadas seis plantas. Para evitar a coleta de
plantas em estdgios diferentes de desenvolvimento, foram coletadas plantas que
apresentavam de 15 a 20 entre-nds. Este valor foi estipulado a partir de observagdes de
campo. As plantas da area de estudo com este nimero de entre-nds ndo apresentavam
inflorescéncia e pareciam estar em plena fase de desenvolvimento. De cada planta foram
coletadas quatro folhas, correspondente ao terceiro, quarto, quinto e sexto n6 a partir do
apice. As plantas foram arrancadas para a coleta das raizes.

No laboratorio, as folhas foram lavadas em agua deionizada para a retirada de
eventual residuo de cinza depositado na superficie das mesmas. As raizes também foram
lavadas em 4gua deionizada e entdo foi retirada uma amostra (composta de pequenos
pedacos de raizes laterais e da raiz pivotante). Esta amostra foi submetida a um banho de
Ultrasson por 1 min e novamente foram lavadas com agua deionizada. As folhas e as raizes
foram secas em estufa a 60°C por 72 horas. Posteriormente, o material foi moido em gral
de porcelana e 0,5 g foram pesadas em balanga analitica para a determinagdo da
concentragdo de metais (cobre, cromo, niquel e chumbo). As amostras foram digeridas
com 5 ml de 4cido nitrico e 3ml de agua tri-destilada em bombas de Teflon, a 100 °C
durante uma hora em estufa. As leituras foram feitas em espectrofotdometro de absorgao
atomica acoplado a forno de grafite (THGA Perkim-Elmer modelo SIMMA 60000). Todo
o procedimento foi realizado no laboratorio de Absor¢do Atdomica do Centro de Ecologia

da UFRGS.

* . ~ . . . , . . ~ ~ .
Esta metodologia fornece as concentragdes dos metais ambientalmente disponiveis, ou seja, concentragdo em solugédo e adsorvida,
mas ndo determina a fragdo que faz parte da estrutura cristalina dos minerais.
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Andlise dos dados

a) Variaveis quimicas da cinza e concentra¢do de metais em mamona

Primeiramente os dados foram submetidos a analise de variancia e comparagao de
médias pelo teste de Tukey a 10% de probabilidade utilizando programa Statistic (Lewick,
2007), para comparar as varidveis quimicas entre as areas e entre as profundidades.
Posteriormente, para identificar se as areas poderiam ser consideradas quimicamente

diferentes foi realizada a seguinte seqiiéncia de analises:

a.1) Anélise individual da capacidade discriminante de cada elemento

A primeira analise realizada foi um teste ndo-paramétrico denominado teste H ou
teste Kruskal-Wallis (Levin, 1999). O teste foi aplicado para avaliar, individualmente, a
capacidade discriminante de cada elemento quimico (N, P, K, Ca, S, Fe, Al, Ni, Pb, Cr e
Cu), do pH e da CTC, determinados nas amostras de cinza de cada area. O teste-H permite
testar uma hipotese nula em que Kk amostras aleatdrias independentes sdo provenientes de
uma mesma populagdo (diferentes areas) considerando o nivel de significancia de 5%.
Quando o valor de H calculado exceder o valor critico de H, com k-1 graus de liberdade e
grau de significancia 5%, dizemos que a hipdtese nula deve ser rejeitada, ou seja, a
probabilidade € pequena (5% ou menos) de que as dreas sejam iguais. Nesse ultimo caso a
variavel apresenta capacidade discriminante entre as areas, e podemos seleciona-la para a
proxima etapa de discriminag@o. Todo o procedimento pode ser realizado por um programa
estatistico para determinar os valores de H e testar o valor exato de sua significancia, nesse

trabalho foi utilizado o programa Statistica (Lewick, 2007).

a.2) Determinacao do melhor conjunto de elementos discriminantes

Nessa etapa foi aplicada uma andlise discriminante multivariada com o proposito
de avaliar a capacidade discriminante de um conjunto de varidveis para distinguir as quatro
areas. O método utiliza os elementos quimicos selecionados pelo teste Kruskall-Wallis da
etapa anterior e aplica uma fun¢do multivariada discriminante, que avalia a capacidade do
conjunto de elementos. Essa analise permitiu maximizar a discriminac¢do entre as areas e

minimizar o numero de varidveis necessarias. A otimizacdo do conjunto de variaveis
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apresenta a vantagem de reduzir a dimensionalidade do problema. Isso evita o efeito
deletério da multicolinearidade, que ocorre quando duas ou mais varidveis estdo
correlacionadas. Segundo Davis (1986), variaveis redundantes enfraquecem as andlises
devido a reducdo dos graus de liberdade dos erros e afeta a habilidade para a operagao de
inversdo da matriz variancia-covariancia.

O programa Statistica (Lewick et al., 2007) foi utilizado para executar o
procedimento de sele¢do das varidveis. O método ¢ baseado na minimizacdo do indice
Wilks’ Lambda (A*), o qual ¢ um componente da analise de varidncia multivariada
(Johnson & Wichern, 1998). Nao existe capacidade discriminante (os grupos sao
considerados iguais) do conjunto de variaveis selecionadas quando Wilks’ Lambda ¢
proximo de 1. Valores proximos de 0 ocorrem quando a variabilidade dentro do grupo ¢
pequena quando comparada com a variabilidade total, isto é, quando a maior parte da
variabilidade total pode ser atribuida a diferenca entre os grupos. A significancia do valor
de Wilks’Lambda final pode ser estimada considerando a distribuicdo da lei de Fisher-
Snedecor (Teste F).

No final desse procedimento tem-se como resultado: (i) o conjunto de varidveis que
fornece a maior capacidade de discriminagdo para as quatro areas, (ii) o valor parcial de A*
associado a cada variavel, que significa o valor de A* total caso a variavel em questao seja
excluida do conjunto, e (ii1) o valor gradual de A* acumulado que representa o decréscimo

gradativo desse valor com a adi¢do de cada variavel.

a.3) Distancia de Mahanobilis

Finalmente, uma medida de distancia foi usada para auxiliar na avaliagdo da
capacidade discriminante de cada conjunto de variaveis. A distancia de Mahalanobis é
uma medida de distancia entre dois pontos no espago e pode ser definida por duas ou mais
variaveis correlacionadas. Quanto maior o valor da distancia, maior ¢ a diferenga entre os

grupos, neste caso, as areas do deposito.
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b) Vegetacao

b.1) indice de similaridade de S@rense

Este indice foi utilizado para calcular a similaridade entre as unidades amostrais de
cada d4rea, possibilitando assim comparar similaridade entre as dareas, segundo Van
Resensburg et al. (2003). Os dados de cobertura foram transformados para valores de
presencga (1) e auséncia (0). A partir dos dados transformados foi gerada uma matrix de
semelhan¢a usando o indice de SOrense como medida de semelhanga. Os valores de
similaridade das unidades amostrais correspondentes a cada area do deposito foram

utilizados para calcular a similaridade média para cada area.

b.2- Analises multivariadas

A partir da tabela de cobertura das espécies em cada unidade amostral foram
realizadas inumeras analises utilizando dois programas estatisticos: MULVA 5
(Multivariate Analysis of Vegetation Data, Wildi & Orléci, 1996) e MULTIV v.2.4
(Multivariate Explorator Analysis, Randomization Testing and Bootstrap Resampling,
Pillar, 2006).

Na primeira etapa, uma matriz de semelhanca para unidades amostrais e para
espécies foi construida, utilizando-se como medida de similaridade a distancia Euclidiana.
Uma analise de ordenacdo foi realizada para verificar a associagdo entre as unidades
amostrais utilizando o método de analise de Coordenadas Principais (PCoA). Os grupos
gerados foram dispostos em um espaco bidimensional de um diagrama de dispersdo de
pontos. Os eixos dos diagramas sao definidos pelas varidveis canonicas geradas na analise
de concentracdo, as quais contém o total do qui-quadrado da tabela de contingéncia. Os
escorres canOnicos gerados para os grupos de unidades amostrais sdo utilizados como
coordenadas para a localizagdo dos grupos no diagrama (MULTIV).

Para mostrar de forma mais clara o gradiente da vegetacao foi realizada uma rotina
de analise no programa MULVA 5. Utilizou-se a rotina CONCENT, optando-se por uma
analise de Componentes Principais expressando os resultados em Tabelas, pela Rotina

TABLES.
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Para identificar quais variaveis quimicas das cinzas (Site factors) estariam mais
correlacionadas com a vegetagdo, foi realizada uma anélise de correlacdo entre as varidveis
quimicas e a vegetacdo utilizando a rotina RESE opg¢do F-(MULVA 5). Os fatores
ambientais que geraram os maiores coeficientes de correlagdo positivos ou negativos foram
escolhidos para analise.

Por meio da rotina COMPORD-FUZZY, que considera a distribui¢do difusa dos
valores, no caso das variaveis ambientais, foi testada a correlacdo das unidades de amostra
para com os fatores ambientais, optando-se pelo método de Roberts (Roberts, 1986), que se
constitui numa ordenagdo bidimensional, na qual o eixo (x) € o proprio fator ambiental
registrado no campo, transformado num intervalo de 0 a 1 e o outro eixo (y) ¢ o valor
ambiental virtual baseado na composicao floristica das unidades amostrais (MULVA 5).

Utilizou-se a rotina GRDPR, com o objetivo de se verificar a performance das
espécies diagnostico/ indicadoras (espécies de maior freqiiéncia e cobertura nos grupos ou
nas fases sucessionais da vegetacdo analisada) de cada grupo formado em relagdo as
variaveis ambientais, resultando em um histograma de freqiiéncia das espécies por classe,

para cada uma das varidveis ambientais testadas (MULVA 5).

RESULTADOS

Caracteristicas quimicas da cinza no perfil

A concentracdo da maioria dos macronutrientes ¢ o pH ndo apresentaram
diferencas significativas no perfil vertical (profundidade) das cinzas em todas as 4reas do
deposito (Figura 4). Somente enxofre e calcio mostraram-se mais concentrados em
profundidade. A concentracdo de calcio foi significativamente maior na profundidade de
100-120 cm na 4rea mais antiga do deposito (A4), enquanto enxofre mostrou diferencgas

significativas tanto na area jovem (A1) como na area A4 (Figura 4).
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Figura 4. Concentragdo de macronutrientes e pH em diferentes profundidades no perfil de
cinzas de carvao mineral presentes nas quatro areas amostradas (A1, A2, A3 e A4). Médias
seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 10% de

significancia. ns= nao significativo. Barras = desvio padrdao da média, n= 3.

As concentracdes dos metais pesados analisados ndo variaram significativamente
no perfil (Figura 5). Até 120 cm, os metais mostram ter a mesma concentragdo que a

observada na superficie, demonstrando que nao ha acumulo destes metais no perfil.
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Figura 5. Concentracdo de metais pesados em diferentes profundidades no perfil de cinzas
de carvao mineral presentes nas quatro areas amostradas. Médias ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 10% de significancia. Barras= desvio padrdao da média, n= 3.

ns= ndo significativo.

Diferencas quimicas entre as areas do depdésito

As concentragdes das variaveis quimicas analisadas ndo apresentam uma tendéncia
geral de aumento ou diminui¢do evidente entre as quatro areas. Porém, a analise
multivariada mostrou que as areas do depdsito sdo quimicamente diferentes. O teste de
Kruskal-Wallis mostrou que apenas as variaveis, pH e CTC ndo foram capazes de separar

as areas, ou seja, ndo podem ser utilizadas como variaveis discriminantes. Entretanto, todas
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as outras variaveis apresentam, individualmente, capacidade discriminante para os quatro
grupos. Assim, o conjunto de varidveis utilizadas para as etapas seguintes foram as
concentragdes de N, K, P, S, Cr, Cu, Al, Pb, Ca, Fe, e Ni. O teste Wilk’s Lambda revelou
que este conjunto de variaveis quimicas foi capaz de discriminar as quatro areas. O valor
de Wilk’s Lambda obtido do conjunto de variaveis foi de 0,010. Isto significa que 99% da
variabilidade, entre as dreas pode ser explicada pelo conjunto de variaveis. Na Tabela 1 ¢
mostrado o valor de Wilk’s Lambda parcial de cada elemento. Nesta tabela, quanto maior o
valor Wilk’s Lambda maior a contribui¢do do elemento para a separagdo das areas.
Observa-se que os maiores valores foram obtidos para P e K. Por outro lado, observa-se
que nenhum elemento apresentou valor discrepante de Wilk’s Lambda elevados. Isto indica
que a contribuicdo de cada varidvel para a discriminacdo das areas ¢ semelhante na

capacidade de diferenciar as areas.

Tabela 1. Valor parcial de Wilk’s Lambda (A*) associado a cada variavel, que significa o

valor A* total caso a varidvel em questdo seja excluida do conjunto.

S Ni Cr Cu Al Pb Ca Fe N K P

Wilk’S

Lambda 0,012 0,012 0,013 0,015 0,015 0,015 0,016 0,017 0,017 0,023 0,025

Valor total minimizado de Wilk’s Lambda para o conjunto de variaveis = 0,010

Segundo a distancia de Mahalanobis, a qual avalia a dissimilaridade entre grupos
anulando o efeito de redundancia das variaveis, existe uma dissimilaridade significativa
entre todas as areas (Tabela 2). Isto mostra que em termos quimicos (segundo as varidveis
analisadas), estas areas podem ser consideradas diferentes. As duas areas com maior
diferenca em termos de idade de deposicdo das cinzas (Al e A4), também apresentaram
maior distancia entre si (Tabela 2). A area A2, em termos quimicos, estd mais proxima, a
area Al do que A3. Enquanto que area A3 apresenta maior similaridade com A2 e Al do

que com A4.
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Tabela 2. Matriz da distancia de Mahalanobis ao quadrado entre as areas do deposito. As
variaveis utilizadas no modelo foram (N, P, K, Ca, S, Cu, Cr, Ni, Pb, Al, Fe) e nao foram

consideradas as diferentes profundidades da cinza.

Areas do deposito Al A2 A3 A4
Al 0,00
A2 10,11 * 0,00
A3 34,58 * 27,98 * 0,00
A4 62,02 * 42,29 * 43,84 * 0,00

* Valores significativos pelo teste-F , a 0,05.

Concentracdo de metais pesados em mamona

Segundo andlise de variancia, somente as concentragdes de cromo e niquel na
mamona apresentaram diferencas significativas entre as areas Al e A4 (Figura 6). Nas
raizes, as concentracdes destes elementos aumentaram com a idade do depodsito. Nas
folhas, somente a concentra¢do de niquel apresentou 0 mesmo comportamento, enquanto
que para cromo as menores concentragdes foram observadas nas areas mais antigas (Figura
6). Isto pode indicar que na area Al a forma de cromo predominante seja mais mével que a
forma de cromo predominante nas outras areas. As maiores concentracdes de niquel nas
raizes (2,74 mg kg™) e nas folhas (5,33 mg kg™') foram observadas na 4rea mais antiga do
deposito. O cobre ndo apresentou diferencas significativas entre as areas, € a concentracao
nas raizes foi semelhante a observada nas folhas. Quanto ao chumbo, observou-se maior
concentragdo nas raizes em relacdo as folhas e ndo foram observadas diferencas

significativas, pelo teste de Tukey, entre as areas (Figura 6).
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Figura 6. Concentragdo de metais em plantas de R. communis coletadas em diferentes
areas (Al, A2, A3 e A4) do deposito de cinzas de carvao mineral. Médias seguidas de
mesma letra, considerando cada metal, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
10% de significancia. Barras = erro padrao da média. Al, n=4; A2, n= 6; A3, n= 6 ¢ A4,

n= 5. ns= nao significativo

Embora somente as concentragcdes de niquel e cromo tenham apresentado
diferencas significativas entre as areas, pelo teste de Tukey, as andlises multivariadas
mostraram que as concentracdes de metais na mamona nao sao similares. O conjunto de
variaveis (concentragdo de Cr, Cu, Ni e Pb nas folhas e nas raizes) foi capaz de separar as
quatro areas (Al, A2, A3 e A4). O valor de Wilk’s Lambda obtido para este conjunto de
variaveis foi de 0,049, significativo pelo teste-F, a 0,05. Na Tabela 3 observa-se que cromo
e niquel possuem os maiores valores parciais de Wilk’s Lambda para as folhas, enquanto

que para as raizes os maiores valores sdo para cobre € cromo.

Tabela 3. Valor parcial de Wilk’s Lambda (A*) associado a cada variavel (concentragdo de
Cr, Cu, Ni ou Pb), que significa o valor A* total caso a variavel em questao seja excluida

do conjunto.

Parte da planta Valores de Wilk’s Lambda (A*)

Pb Cu Cr Ni
Raiz 0,051 0,057 0,054 0,053
Folha 0,051 0,054 0,078 0,062
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Da mesma forma que o observado para todas as variaveis quimicas nas cinzas, as
concentragdes de metais nas folhas e nas raizes de mamona mostram uma dissimilaridade
entre as areas. Assim, a matriz da distancia quadrada de Mahalanobis mostra diferengas
significativas entre as areas do depdsito, ou seja, considerando a concentragdo conjunta do
quatro metais (Cr, Cu, Ni e Pb) tanto das folhas quanto das raizes foi possivel separar as
quatro éareas do deposito (Tabela 4). Somente A2 e A3 ndo mostraram distancias
significativas entre si, mostrando que as concentragdes dos metais nas plantas de mamona
entre estas duas areas sdo similares. A maior distincia foi observada entre Al ¢ A4,
indicando que a concentragdo de metais na mamona esta variando em fungdo da idade do
deposito. Pela andlise de variancia esta variagao foi evidente para niquel e cromo conforme

observado na Figura 6.

Tabela 4. Matriz da distancia ao quadrado de Mahalanobis entre as areas do deposito

utilizando no modelo a concentragao foliar ou radical dos metais: Cr, Cu, Ni ¢ Pb.

Areas do depodsito Al A2 A3 A4
Al 0

A2 17,82 * 0

A3 24,16 * 7,05 ns 0

A4 59,94 * 17,22 * 18,59 * 0

*Valores significativos, pelo teste-F p< 0,05 . ns= nio significativo.

Analise da vegetagéo

A amostragem fitossociologica revelou que cerca de 30 espécies compdem a
vegetacdo do deposito, distribuidas em 14 familias e 20 géneros (Tabela 5). Na area mais
antiga (A4) foram observadas plantulas, ndo sendo possivel identificar as espécies. A
maioria das espécies é herbacea, porém trés espécies arboreas foram encontradas: Schinus
terebentifolius e Casearia sylvestris e Mimosa bimucronata. As familias Asteraceae,
Convolvulaceae e Poaceae possuem o maior nimero de espécies. O niimero de espécies
aumentou com a idade da 4rea. Na drea Al e A2 foram encontradas 6 espécies, na area A3

13 espécies e na area A4 16 espécies.
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Tabela 5. Espécies e respectivas familias encontradas no levantamento fitossociologico

nas areas do deposito de cinza de carvao mineral em Sao Jeronimo, RS.

Amaranthaceae

Amaranthus viridis L.

Alternanthera philoxeroides (Mart) Griseb

Anacardiaceae

Schinus terebentifolius Marchand
Asteraceae

Coyza bonariensis L.

Mikania micrantha Kunth
Eupatorium picturatum Malme
Erechthites valerianaefolia (Wolf) DC
Commelinaceae

Commelina communis L.
Convolvulaceae

Ipomoea alba L.

Ipomoea cairica (L.) Sweet
Solidago chilensis Meyen
Cyperaceae

Cyperus sp.

Cyperus esculentus L.
Discoraceae

Dioscoria sp

Euphorbiaceae

Ricinus communis L.

Flacourtiaceae

Casearia sylvestris SW.
Lamiaceae

Hyptis mutabilis Briq.
Leguminosae

Mimosa bimucronata Kuntze
Poaceae

Cynodon dactylon L.
Paspalum pumilum Nees
Paspalum sp.

Solanaceae

Solanum americanum Mill
Urticaceae

Parietaria debilis G. Forst
Indeterminadas

Plantula 1

Plantula 2

Plantula 3

Plantula 4

Planutla 5

Plantula 6

Plantula 7

O indice de S@rensen foi usado para determinar a similaridade da composicao da
vegetacdo entre as unidades de cada area do depdsito (Al, A2, A3 e A4), permitindo a
comparacgdo entre as areas. Observa-se na Figura 7 que as areas ndo sdo similares em
termos de composi¢do floristica. O maior indice observado na area Al e A2 indica que

estas areas possuem uma homogeneidade maior que a observada nas areas A3 e A4. Estas
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ultimas areas apresentam baixos indices de similaridade e, portanto a vegetacdo ¢ mais

heterogénea.

0,70

0,60 ~

0,50

0,40 A

0,30 A

indice de Sorensen
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0,10 A

0,00 T T T T
Al A2 A3 A4

Areas do deposito de cinza de carvdo mineral

Figura 7. Indice de similaridade de S@rensen entre as areas do deposito de cinza de carvao
mineral em S@o Jeronimo RS. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de aletorizagao.

A andlise de ordenacdo das unidades amostrais, obtida por PCoA mostra a
formacao de dois grupos (Figura 8). Em um dos extremos do eixo das coordenadas estdo
concentradas as unidades amostrais correspondente a area mais jovem do deposito (Al) e
no outro extremo do eixo, no sentido positivo, encontram-se as unidades da area mais
antiga do deposito (A4) (Figura 8 A).

Na Figura 8B observa-se a distribui¢do das espécies nestes grupos. No grupo I a
espécie mais correlacionada ¢ o Cynodon dactlylon. Ja no grupo II inimeras espécies estao

mais correlacionadas: Hyptis mutabilis, Paspalum pumilum, Commelina communis.
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Figura 8. Diagrama de ordenagdo (PCoA) das unidades amostrais baseada no valor de
cobertura das espécies, com distdncia Euclidiana entre as unidades-(A). Os Taxas sdo
mostrados no diagrama na posi¢ao proporcional para o nivel de correlagdo com os eixos da
ordenacdo -(B). As letras representam as unidades amostrais em cada area: Al a A6, area
Al; Bla B6, area A2; Cla C3, area A3 ¢ D1 a D6, areca A4. Cyd (Cynodon dactlyon), IpC
(Ipomoea cairica), HyM (Hyptis mutabilis), Mikm (Mikania micrantha), Pasp (Paspalum
pumilum), ComC (Commelina communis), Pla2 (Plantula sp2).

A ordenagdo em gradiente, dada pela andlise de Componentes Principais (PCA)
para unidades amostrais e para as espécies, expressos em tabelas, mostra a diferenga na
distribuicdo das espécies e na gradagdo estabelecida na sucessdo de espécies na
comunidade (Tabela 6). Determinadas espécies, por exemplo, Hyptis mutabilis e Casearia
sylvestris,Mimonsa bimocrumata e Schinus terebentifolius possuem ocorréncia restrita
somente nas areas mais antigas do deposito, porém, outras espécies, Ricinus communis e
Cynodon dactlyon, tém distribui¢do mais ampla na area, estando presentes em quase todas

as unidades amostrais (Tabela 6).

Capitulo I 57



Tabela 6. Ordenagdo em tabela mostrando um gradiente de distribui¢do das espécies,
segundo andlise de componentes principais (PCA), para unidades amostrais e espécies,

segundo MULVA-5.

S
| RELEVE NO. (unidades amostrais 1-24) ]1 111 1 111 1 212222]
| | 780657182943941625331240]
| = m o
| RELEVE GROUP NO. ]111111111111111111111111]
== |
|21 Hyptis mutabilis Briq. 1] 1 1]
|27 Casearia sylvestris SW. 1] 2]
|22 Mimosa bimucronata Kuntze 1] 2 |
129 Plantula 7 1] 1]
|30 Discoria sp. 1] 1]
|28 Plantula 6 1] 1]
|23 Schinus terebentifolius Marchand 1] 1 |
|11 Commelina communis L. 1] 8 142 4]
|14 Plantula 1 1] 1 |
|13 Eupatorium picturatum Malme 1] 121 |
|26 Plantula 5 1] 1 |
|25 Planutla 4 1] 1 |
|24 Plantula 3 1] 1 |
] 6 Alternanthera philoxeroides (Mart) Griseb 1] 1 1 |
|15 Plantula2 1] 1 |
|17 Erechthites valerianaefolia (Wolf) DC 1] 1 |
| 3 Cyperus sp. 1] 1 |
|18 Solanum americanum Mill 1] 2 |
|19 Parietaria debilis G. Forst 1] 1 1 ]
]20 Cyperus esculentus L. 1]2 4 |
|10 Mikania micrantha Kunth 1] 21 2 222]
|16 Conitza bonariensis L. 117 2 |
| 4 Ipomoea alba L. 1] 2 2 1 ]
| 8 Amaranthus viridis L. 1] 1 1 |
|12 Paspalum sp. 1] 5 31 2 |
| 7 Paspalum pumilum Nees 1] 2 4 1 1 44]
] 9 Solidago chilensis Meyen 1] 1 11 |
] 5 Ipomoea cairica (L.) Sweet 1] 51 4 371 1 |
] 2 Cynodon dactlyon L. 1]1536632534127 2 7 7 |
| 1 Ricinus communis L. 1112133120 1 132414 22 2 |

|

Unidades amostrais: 1 a6 (Al); 7a 12 (A2); 13a 18 (A3) e 19 a 24 (A4).

Valores de 1 a 8 correspondem as classes de cobertura vegetal para cada espécie.

Inumeros fatores ambientais podem atuar no estabelecimento de uma espécie
vegetal, por exemplo, disponibilidade hidrica, luz, disponibilidade de nutrientes e
elementos toxicos. Por ser esta uma area de deposito de cinzas, onde o substrato original,
solo, ¢ substituido pela cinza, os teores de elementos nutrientes e ndo nutrientes foram
explorados como sendo os provaveis fatores de interferéncia na distribuicao das espécies.
As varidveis quimicas que apresentaram os maiores coeficientes de correlagdo com as
unidades amostrais foram: N= 0,55; S= -0,63; Cr = 0,60 e Ni= -0,67. Na etapa seguinte, a
analise de ordenacdo bidimensional utilizando a rotina COMPORD, opg¢do FUZZY

(MULVA 5) mostrou o gradiente de distribuicdo das unidades amostrais em fun¢do da
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concentracdo de N, S, Cr, Ni (Figura 9). Foi possivel observar que somente que nitrogénio,

enxofre, e niquel parecem exercer alguma influéncia na distribuicdo das espécies, porque

as unidades amostrais estdo distribuidas mais proximas a uma diagonal e ndo dispersas

como nos demais diagramas. Segundo Wildi (1994) e Wildi & Orléci (1996) o

estabelecimento de uma diagonal indica que a variavel ambiental testada ¢ o fator

determinante na distribuicdo das espécies na area amostral.
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Figura 9. Diagrama de dispersdo das unidades amostrais em funcdo das concentragdes nas

cinzas de

(N, S, Cre Ni).
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A analise da performace das espécies diagnoésitco/indicadoras de grupo, mostrou
que algumas das espécies analisadas ocorrem preferencialmente em determinadas classes
de concentragdo dos elementos (N, S Cr, Ni), (Figura 10, 11, 12 e 13).

Para as concentracdes totais de nitrogénio em cinza, observou-se que a ocorréncia
da maioria das espécies testadas nao ¢ restrita a uma classe de concentracdao de nitrogénio
(Figura 10). Cynodon dactlyon e Ricinus communis apresentam ampla distribui¢ao nas trés
classes para nitrogénio, enquanto Commelina communis ocorre com certa preferéncia em

classes de maior concentracao de nitrogénio.
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HISTOGRAM OF WEIGHTED SCORES

ATTRIBUTES LABELS:
11 10 1 2 16 20 7 21

CLASS NO. 1 (N= 8, CENTROID= 4.50)
0.306E+00 0.250E+00 0.963E+00 0.887E+00 0.000E+00 0.000E+00 0.306E+00 0.217E+00

CLASS NO. 2 (N= 10, CENTROID= 11.50)
0.000E+00 0.573E+00 0.166E+01 0.145E+01 0.373E+00 0.445E+00 0.863E+00 0.000E+00

CLASS NO. 3 (N= 6, CENTROID= 18.50)
0.103E+01 0.667E+00 0.162E+01 0.104E+01 0.000E+00 0.00OE+00 0.289E+00 0.289E+00

0.00E+00 8.28E-01 1.66E+00
)
CLASS
ATTRIBUTE NO. 11 Commelina communis

Fkkkhkhk

1
2 *
3

ATTRIBUTE NO. 10 Mikania micrantha

l _ E s 2 s
2 . FAhAAAAAAAAAAAh*
3 . FAAAAAAAAAKXAXAKA*X
ATTRIBUTE NO. 1 Ricinus communis
1
2
3
ATTRIBUTE NO. 2 Cynodon dactlyon
1
2
3
ATTRIBUTE NO. 20 Cyperus esculentus
1 . *
2 . EE
3 . *
ATTRIBUTE NO. 7 Paspalum pumilum
1 kkAkkkkR
2 .
3 = E 2 s 2
ATTRIBUTE NO. 21 Hyptis mutabilis
l . E
2 . *
3 . E

Figura 10. Histograma de freqiiéncia da ocorréncia das espécies diagndstico/indicadoras
segundo as classes (1, 2 e 3) dos teores totais de nitrogénio em cinzas de carvao mineral,

rotina GRPDR (MULVA 5).

Em relagdo as concentragdes de enxofre, Commelina communis, Mikania
micrantha, e Paspalum pumilum mostram certa preferéncia a concentragdes mais baixas
deste elemento (Figura 11). Por outro lado, Cyperus escutelum parece ocorrer

preferencialmente em 4reas com maior concentracao de enxofre.
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HISTOGRAM OF WEIGHTED SCORES

ATTRIBUTES LABELS:
11 10 1 2 16 20 7 21

CLASS NO. 1 (N= 18, CENTROID=  21.00)
0.480E+00 0.652E+00 0.159E+01 0.881E+00 0.111E+00 0.000E+00 0.712E+00 0.192E+00

CLASS NO. 2 (N= 4, CENTROID=  35.00)
0.000E+00 0.000E+00 0.933E+00 0.177E+01 0.000E+00 0.000E+00 0.00OE+00 0.000E+00

CLASS NO. 3 (N= 2, CENTROID=  49.00)
0.000E+00 0.000E+00 0.866E+00 0.244E+01 0.866E+00 0.222E+01 0.000E+00 0.000E+00

0.00E+00 1.22E+00 2.44E+00
%
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ATTRIBUTE NO. 11 Commelina communis
1 . B = = =
2 . *
3 . *
ATTRIBUTE NO. 10 Mikania micrantha
1 . B R e s
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3 . *
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1 .
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3 . E R e S
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1 . B e S
2
3
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1 . *
2 . *
3
ATTRIBUTE NO. 7 Paspalum pumilum
l . *hhhhkhkhhhhkhkx
2 . *
3 . *
ATTRIBUTE NO. 21 Hyptis mutabilis
l . Kk ki
2 . *
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Figura 11. Histograma de freqiiéncia da ocorréncia das espécies diagndstico/indicadoras
segundo as classes de teores de enxofre em cinzas de carvdo mineral, rotina GRPDR
(MULVA 5).

Com relagdo a concentragdo de niquel na cinza (Figura 12), observa-se que as
espécies Ricinus communis e Cynodon dactlyon distribuem-se igualmente, tanto em locais
com teores mais baixos, medianos e de forma proeminente em locais com teores mais
elevados. Por outro lado, as espécies Commelina communis, Mikania micrantha e
Paspalum pmilum ocorreram preferencialmente nos locais com concentragdes mais baixas

de niquel (classe 1).
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HISTOGRAM OF WEIGHTED SCORES

ATTRIBUTES LABELS:
11 10 1 2 16 20 7 21

CLASS NO. 1 (N= 14, CENTROID= 20.00)
0.617E+00 0.838E+00 0.145E+01 0.469E+00 0.00OE+00 0.0OOE+00 0.915E+00 0.247E+00

CLASS NO. 2 (N= 8, CENTROID= 24.00)
0.000E+00 0.00OE+00 0.115E+01 0.203E+01 0.217E+00 0.556E+00 0.000E+00 0.000E+00

CLASS NO. 3 (N= 2, CENTROID= 28.00)
0.000E+00 0.00OE+00 0.224E+01 0.253E+01 0.100E+01 0.0OOE+00 0.000E+00 0.000E+00

0.00E+00 1.27E+00 2 .53E+00

e TR
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Figura 12. Histograma de freqiiéncia da ocorréncia das espécies diagnostico/indicadoras,
segundo as classes de teores ambientalmente disponiveis de niquel em cinzas de carvao

mineral, rotina GRPDR (MULVA 5).

Ricinus communis e Cynodon dactlyon também ocorreram nas trés classes de
concentragdo de cromo (Figura 13). Entretanto, Ricinus communis ocorre,
preferencialmente, nas classes de valores baixo e mediano enquanto Cynodon dactlyon

ocorre, preferencialmente, em locais de concentragdes mais elevadas. Dentre as espécies
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estudadas somente Cyperus escutelum mostrou maior preferéncia para concentragdes mais

elevadas de cromo, entretanto com baixa ocorréncia (Figura 13).

HISTOGRAM OF WEIGHTED SCORES

ATTRIBUTES LABELS:
11 10 1 2 16 20 7 21

CLASS NO. 1 (N= 4, CENTROID= 15.67)
0.612E+00 0.500E+00 0.168E+01 0.127E+01 0.500E+00 0.00OE+00 0.612E+00 0.433E+00

CLASS NO. 2 (N= 8, CENTROID= 19.00)
0.217E+00 0.967E+00 0.180E+01 0.820E+00 0.00OE+00 0.000E+00 0.108E+01 0.0OOE+00

CLASS NO. 3 (N= 12, CENTROID= 22.33)
0.371E+00 0.167E+00 0.108E+01 0.135E+01 0.144E+00 0.371E+00 0.144E+00 0.144E+00

0.00E+00 8.98E-01 1.80E+00
g
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Figura 13. Histograma de freqiiéncia da ocorréncia das espécies diagnodstico/indicadoras

segundo as classes de teores ambientalmente disponiveis de cromo em cinzas de carvao

mineral, rotina GRPDR (MULVA 5).
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DISCUSSAO

Nas areas do depdsito, as cinzas ndo apresentaram valores extremos de pH, o que ¢
uma caracteristica importante para o crescimento das plantas ja que o pH ¢ um dos fatores
que regula a disponibilidade de nutrientes no solo. Em termos de fertilidade, o teor total de
nitrogénio na cinza foi baixo enquanto as concentra¢des dos demais macronutrientes (P, K,
Ca e S) podem ser consideradas como suficientes para o bom desenvolvimento das plantas.
A concentracdo destes elementos pode ter sido influenciada pelas areas adjacentes devido
ao fato que a area do deposito estd em uma parte baixa do terreno.

No caso do enxofre (forma SO4”), as elevadas concentracdes encontradas nas
cinzas sdo possivelmente devido a elevada concentracdo deste elemento no carvao. A
maior concentracdo deste elemento entre 100-120cm em relacdo a concentracdo na
superficie mostra que este elemento estd sendo lixiviado. De modo geral, no solo, o anion
sulfato ¢ facilmente lixiviado devido a menor presenca de sitios com cargas positivas para
a adsorc¢do do sulfato. A lixiviagdo do sulfato pode ser favorecida pelo aumento de pH,
porque isto leva a liberacdo dos sulfatos adsorvidos.A maior concentracdo de matéria
organica, promove o aumento das cargas negativas do solo, repelindo assim o sulfato (Raij,
1991). A maior concentracao de célcio, entre 100-120 cm em relagdo a superficie, na area
mais antiga do deposito A4 pode estar relacionada com a maior concentragdo de sulfato
nesta regido do perfil das cinzas. Isto porque, o calcio pode insolubilizar-se com os
sulfatos.

Quanto a concentracdo dos metais pesados (Cu, Cr, Ni e Pb) nas cinzas, as mesmas
encontraram-se abaixo da concentragdo alerta (que indica uma possivel alteracdo na
qualidade natural dos solos) consideradas pela CETESB para solos (CETESB, 2001). Os
teores totais de ferro e aluminio estdo dentro das faixas de concentragdo para solos
brasileiros ndo contaminados. Da mesma forma que para a maioria dos macronutrientes,
nao foram observadas diferencas significativas nas concentragdes dos metais pesados entre
a superficie e a profundidade de 100-120cm. Portanto, diferente da hipotese inicial, nao
estd ocorrendo um aciimulo de metais na area de exploragdo das raizes, ou seja, até a
profundidade de 100-120 cm. Por outro lado, a concentracio de niquel e cromo na mamona
foram significativamente diferente entre a drea mais jovem e mais antiga do depdsito. Isto
mostra que em termos de disponibilidade a concentracdo destes elementos estd se
modificando em funcdo da idade do depdsito. Isto pode ser resultado de um conjunto de

fatores que envolvem deste o intemperismo das particulas da cinza, interagdes entre
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elementos favorecendo a maior disponibilidade de alguns elementos, alteragdes no pH da
rizosfera por exudatos das proprias plantas e aumento da atividade microbiana.

Nas condigdes do deposito, a cinza parece ndo restringir o crescimento da mamona.
Nao foram observados sintomas de toxidez nas plantas nas areas do depdsito, mesmo que
na area mais antiga A4 onde foram observadas concentragdes mais elevadas de niquel nas
folhas da mamona. Isto pode indicar que mamona tenha capacidade de acumular estes
metais na parte aérea.

Embora a analise de variancia ndo tenha mostrado diferencas significativas das
concentragdes dos elementos e do pH entre as areas, a analise multivariada mostrou que o
conjunto de varidveis quimicas utilizadas foi capaz de diferenciar as quatro areas do
deposito. Portanto, em termos quimicos, as quatro areas sio diferentes. Todos os elementos
analisados apresentam discretas variacdes entre as areas, sendo que os valores parciais de
Wilk’s Lambda associados a cada variavel foram semelhantes. Isto sugere que estas areas
estdo sofrendo lentas modificacdes ao longo dos anos e que nenhuma das varidveis
estudadas ¢ capaz de explicar individualmente as mudancas que estdo ocorrendo neste
sistema. Entretanto, ndo foi possivel verificar uma tendéncia evidente da concentracdo dos
elementos entre as areas. Porém, acredita-se que a area mais antiga do deposito tenha
sofrido mudancas positivas nas caracteristicas quimicas do substrato, as quais favoreceram
o estabelecimento de um maior numero de espécies vegetais nesta area. A concentragdo
significativamente maior de nitrogénio na area A4 em relacdo a Al aponta que a area A4
apresentou melhorias em termos quimicos em relacao a area Al.

O numero reduzido de espécies e a predominancia de gramineas e herbaceas
mostram que esta area encontra-se em processo inicial de sucessdo. Segundo Budowski
(1965), no estadio inicial e inicial secundério de sucess@o, ha um nitido favorecimento para
gramineas, arbustos e cipds, sendo que arvores sdo escassas. Porém, esta vegetagdo
apresenta diferengas entre as areas, como mostraram as diferencas significativas
observadas no indice de similaridade de S@rense, entre as unidades amostrais de cada area.
Nas areas mais jovens Al e A2, onde ocorre menor nimero de espécies com maior
cobertura de C. datclyon, o indice de similaridade foi maior, mostrando a homogeneidade
destas areas. Nas areas mais antigas, A3 e A4, observa-se que as unidades amostrais
apresentaram menor indice de similaridade, ou seja, maior dissimilaridade. Nestas areas foi
observado, especialmente na area A4, maior nimero de espécies em relacdo a area Al e
A2. Isto mostra que a vegetacdo estabelecida inicialmente permite o desenvolvimento de

outras espécies no local, evidenciando o avango do processo sucessional.
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Segundo Rogalski et al. (2005), o processo sucessional ¢ iniciado com algumas
espécies e formas de vida, geralmente ervas e arbustos, que exercem o papel de
facilitadoras. Estas melhoram as condi¢des ambientais, retornando gradativamente ao
ambiente, conforme sua capacidade de suporte, do clima e solo local. As espécies pioneiras
transferem grande parte dos nutrientes disponiveis no solo para a biomassa sendo um
mecanismo eficiente para a conservagdo de nutrientes na area, favorecendo o aumento da
matéria organica do solo. Elas também modificam as condi¢des microclimaticas nos
estratos de crescimento, reduzindo as flutuagdes térmicas e aumento da umidade relativa
(Goémez-Pompa & Vazquez-Yanes, 1981). Esta tltima fungdo é especialmente importante
em um substrato como as cinzas, que apresenta forte capacidade de retengdo de calor
devido a cor escura do material.

Foi possivel identificar que em quatro anos a vegetacao ja mostra uma configuragao
distinta, como mostrado pela andlise de ordenagdo. Os grupos formados separam a
vegetacdo entre a area mais jovem e a mais antiga da area (A4). As demais areas estdao
dispersas entre os grupos mostrando que ndo formam nenhum agrupamento especifico.
Isto, possivelmente, ¢ explicado pelo curto periodo que separa uma area da outra e a
proximidade das areas. As areas A2 e A3 parecem estar em processo de modificagdo, nao
apresentando uma composi¢ao especifica capaz de formar um grupo distinto. O processo
de revegetacdo natural pode ser muito lento em areas severamente impactadas sendo
necessario intervengdes. Segundo Bradshaw (2003), ¢ necessario analisar os componentes
do processo natural e identificar onde as agdes podem ser mais eficientes e, portanto
garantir o sucesso do processo em um tempo razoavel. Hodacova & Prach (2003)
mostraram que a revegetacdo natural promove a longo prazo um aumento na diversidade
em comparacdo a revegetacdo técnica. Segundo os autores, o rapido incremento na
diversidade promovido pela revegetacdo técnica ndo ¢ sustentado a longo prazo. Além
disso, a revegetacdo natural ¢ economicamente menos dispendiosa. Acreditamos que nas
areas de cinza de carvao o fator nutricional do substrato ¢ um fator limitante. A area em
estudo ndo demonstrou esta limitacdo, embora nenhuma intervencao neste sentido tenha
sido feita. Isto pode ser explicado pelo fato que a area do deposito esta localizada em uma
regido baixa do terreno e recebe escoamentos das regides do entorno ndo pertencentes a
area do deposito, que contribuem para o aumento da fertilidade deste substrato.

A tabela de ordenagdo mostra o gradiente formado pela vegetagdo. Nesta tabela
observa-se que R. communis apresenta ampla distribui¢do na area, estando presente desde a

area Al até a A4. Outra espécie com ampla distribuigdo foi C. dactlyon, porém, na area
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mais antiga, A4, foi presente somente em duas unidades amostrais nao ocorrendo nas
demais. Isto mostra que seu crescimento pode ser controlado com o avanco da vegetacao.
Observou-se que as espécies arboreas como Casearia sylvestris, Mimosa bimucromata e
Schinus terebentifolius ocorreram somente nas areas mais antigas do depoésito A4,
possivelmente, porque somente nesta area as condi¢cdes de substrato e microclima foram
viaveis ao surgimento destas espécies.

As observagdes de campo e as andlises permitem descrever que uma seqiiéncia de
espécies ocorre na area, caracterizando uma sucessdo, embora a drea esteja em fase
pioneira. A seguinte seqiiéncia foi observada: Cynodon dactlyon ¢ a espécie pioneira,
proporcionando rapida cobertura das cinzas. A mamona pode ocorrer conjuntamente com o
C. dactlyon, porém inicialmente com menor nimero de individuos (Figura 14). Com o
crescimento de alguns individuos de mamona, ocorre um favorecimento de um maior
nimero de individuos desta espécie. Embora ndo tenham sido feitas analises especificas,
acredita-se que o sombreamento da area pela mamona desfavorece o crescimento de C.
dactlyon. Assim, esta espécie tem seu crescimento controlado. Quando o crescimento do C.
dactlyon reduz, é observado o surgimento de outras espécies (Figura 14). Em uma fase
seguinte, o numero de individuos de mamona reduz e outras espécies t€m o
estabelecimento e o crescimento favorecidos. Acredita-se que a redugdao do nuimero de
individuos de mamona possa ser uma resposta de competi¢do por espago, luz e nutrientes

entre os individuos desta espécie.

Area recente de deposigéo Area Al Area 3

Figura 14. Vegetagdo espontanea nas areas do depoésito de cinza de carvao mineral.
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As caracteristicas quimicas e fisicas do substrato sdo determinantes no
estabelecimento da vegetacdo. Estudos em um remanescente florestal no Morro do Pinhal,
RS (Porto et al., in press a) verificaram que a composi¢ao quimica do solo foi determinante
na distribui¢do da vegetacdo. Espécies com maior tolerdncia a variagdes a determinada
caracteristica podem ter ampla distribui¢do (Odum, 1983; Porto in press b). Isto pode
explicar a ampla distribui¢do de R. communis e C. dactlyon no deposito de cinzas.
Observou-se nos histogramas de freqiiéncia e ocorréncia para os quatro elementos testados
(N, S, Ni, Cr) que as espécies R. communis e C. dactlyon foram as espécies que
apresentaram ocorréncia em todas as classes de concentragdo. As demais espécies t€m
menor tolerancia, ocorrendo preferencialmente em classes de maior ou menor
concentragcdo, dependendo do elemento. Esta maior tolerdncia demonstra a rusticidade
destas espécies e, portanto, a capacidade das mesmas em colonizar ambientes em
condi¢des limitantes a outras espécies.

R. communis e C. dactlyon sdo duas espécies exoticas asselvajadas e, portanto, a
utilizacdo das mesmas para a revegetacdo pode ser vista por muitos pesquisadores como
um aspecto negativo. A utilizagdo de espécies exoticas ¢ vista com um sério problema que
leva ao declinio de habitas naturais (Vitousek et al, 1997; Wilcove et al., 1998). Porém, as
espécies exodticas podem ter uma fungdo importante dentro do processo restauracao de uma
area (Antonio & Meyerson, 2002). Segundo os autores, uma das fungdes positivas das
espécies exoticas € que em muitos casos somente elas sdo capazes de colonizar a area
inicialmente, pelo alto grau de rusticidade que apresentam. A presenca inicial das mesmas
na area causa modificagdes que permitem o estabelecimento das espécies nativas. A
utilizacdo de espécies exdticas com caracteristicas importantes, como tolerancia a metais
pesados, também pode auxiliar no processo de revegetagdo e contribuir assim para a
restauragdo ecologica.

Neste contexto, acredita-se que a utilizagdo de C. dactlyon e R. communis no
processo inicial de revegetacdo de areas impactadas por cinza de carvao mineral ¢ uma
pratica vantajosa. Estas espécies promovem mudancas no sistema que permitem o
estabelecimento de espécies nativas, como foi observado. Além disso, essas duas espécies
tém o crescimento controlado com o avango da sucessdao. A duracao e o avango desse
processo depende de varios fatores, como o clima, mas, principalmente, da proximidade de
remanescentes de vegetacdo que determinam entdo a chegada de propagulos no local.
Segundo Martinez Rui et al. (2001) e Reis et al. (2003), a regeneracdo de um ambiente

degradado depende principalmente da chegada de propagulos a este local. Dependendo da
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area, ¢ necessaria a introducao desses propagulos, especialmente de espécies arboreas.
Porém, em areas de deposi¢do de cinzas, parece claro que o sucesso de estabelecimento de

espécies arboreas depende de uma vegetagao inicial herbaceo-arbustiva.

CONCLUSAO

O conjunto de espécies estabelecidas naturalmente no depdsito de cinza promoveu
inicialmente a cobertura rdpida da cinza e permitiu o desenvolvimento de espécies
arbustivas e o estabelecimento de espécies arboreas apds quatro anos. Isto sugere um
sistema em sucessao primaria, que oferece condi¢des ao estabelecimento de novas espécies
conduzindo a area, a longo prazo, para uma restauragdo ecologica. A espécie R. communis
parece desempenhar um papel fundamental no sistema, que consiste no controle do
crescimento do C. dactlyon e o favorecimento do estabelecimento de outras espécies que
necessitam de condigdes mais especificas de substrato.O substrato mostrou caracteristicas
quimicas diferentes entre as areas, sugerindo que ao longo do processo de avanco da
vegetacdo, as condigdes do substrato estdo se modificando, apresentando as espécies C.
dactlyon e R. communis relagdes de afinidade com as variagdes dos elementos quimicos
especialmente, nitrogé€nio, niquel e enxofre. O sistema observado no campo parece
constituir um bom modelo para o inicio de um processo de restauracao ecoldgica em areas

de deposito de cinzas de carvao mineral.
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CAPITULO I

ANALISE DO EFEITO DA CINZA LEVE DE CARVAO MINERAL NO
CRESCIMENTO E NA CONCENTRACAO DE METAIS PESADOS
EM MAMONA (RICINUS COMMUNIS L.)

A presenca de metais pesados nas cinzas de carvao mineral ¢ um dos fatores que
pode dificultar o estabelecimento de plantas em areas de depdsito deste material (Adriano
et al., 1980; El-Mogazi et al., 1988). A utilizacdo de espécies com maior tolerancia a
metais pesados pode ser uma estratégia importante para o inicio da revegetacao. Espécies
mais tolerantes podem ser utilizadas tanto para a imobiliza¢do fisica do contaminante,
pela redugdo da erosdo, quanto para imobilizacdo quimica, pela fixagdo do contaminante
nos tecidos vegetais. A utilizagdo da vegetacdo com este propdsito é definida como
fitoestabilizacdo, sugerida como uma técnica eficiente para locais onde a contaminagao ¢
moderada (Pilon-Smits, 2005). O uso da técnica depende de espécies capazes de tolerar a
presenga de concentracdes elevadas de metais pesados.

Como discutido no primeiro capitulo, espécies herbaceas e arbustivas devem fazer
parte da etapa inicial da revegetagdo. A mamona (Ricinus communis L.) mostrou ter uma
funcdo importante dentro do processo de revegetagdo, ocorrendo tanto em areas jovens
com em areas mais antigas do depdsito de cinzas, as quais mostraram-se quimicamente
diferentes. Além disso, segundo Khan et al. (1998) e Romeiro et al. (2006), a mamona
apresenta rapido crescimento, sistema radical abundante e capacidade de tolerar metais
pesados como zinco e chumbo.

Em condig¢des naturais, como no depoésito de cinza estudado, varios fatores podem
influenciar as respostas fisiologicas das plantas, tornando dificil a identifica¢ao dos efeitos
da cinza. Desta forma, o objetivo desta etapa foi avaliar sob condicdo de maior controle
experimental, em casa de vegetacdo, a influéncia da cinza de carvdo mineral no
crescimento € na concentragdo de metais pesados nas plantas de R. communis, bem como,
na fotossintese das plantas. A fotossintese ¢ um dos processos mais sensiveis aos danos
por estresses abidticos, especialmente aqueles causados por elevadas concentragdes de
metais pesados (Prasad, 2004). Por este motivo foram realizadas medidas de trocas

gasosas como forma de monitorar o efeito dos tratamentos nas plantas
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MATERIAS E METODOS

Tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacgdo, e as plantas de R. communis
foram cultivadas em vaso. Os seguintes tratamentos (substratos de cultivo) foram
utilizados:

1- Solo (S), utilizado como controle;

2- Cinza leve de carvao mineral (C);

3- 20 cm de solo na superficie do vaso + 60 cm de cinza (C + S). Este tratamento simula a
condicdo freqiientemente utilizada em projetos de recuperagdo de areas de
deposito, que recobrem as cinzas com uma camada de solo; e

4- Cinza + soluc¢do nutritiva, composta somente por macronutrientes (C + SN). Foi
utilizado para avaliar o efeito das cinzas no crescimento das plantas sem

deficiéncia de macronutrientes.

Coleta das cinzas leves e do solo

A cinza leve foi coletada na saida do ciclone (equipamento utilizado para a
retencdo das cinzas) na usina Termelétrica de Sdo Jeronimo, RS. Com o objetivo de obter
uma amostra representativa da cinza leve, sub-amostras foram coletadas durante uma
semana. A cada turno de trabalho, ou seja, a cada 4 horas, foram coletadas
aproximadamente 4 kg de cinza totalizando 168 kg de cinza leve, as quais foram
armazenadas em sacos plasticos. A cinza foi transportada para a casa de vegetacdo do
departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia, UFRGS, onde foi novamente
misturada para melhor homogeneizacao e distribuida nos vasos para o cultivo das plantas.
Uma sub-amostra de 400 g foi retirada para a analise quimica.

O solo utilizado neste experimento foi coletado na Estacdo Experimental
Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA/UFRGS), localizada no
municipio de Eldorado do Sul. O solo, classificado como Argilosolo vermelho distréfico
tipico, foi coletado na camada 0-20 cm. Este solo foi escolhido por estar sob a mesma
formacgdo geoldgica que as areas de depdsito de cinza, porém sem influéncia de fontes

contaminantes. Apds a coleta, o solo foi transportado para a casa de vegetacdo em Porto
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Alegre onde foi seco (ao sol) e peneirado em malha de lem® para ser utilizado no
experimento. Uma amostra de 400 g do solo foi retirada para analise quimica.

As andlises quimicas da cinza e do solo foram realizadas no laboratério de
Andlises de Solo na Faculdade de Agronomia, UFGRS. As seguintes varidaveis foram
analisadas: pH, CTC, condutividade elétrica, carbono organico, teor total de N, P e K
extraivel, Ca trocavel e S-SO4 segundo metodologia descrita em Tedesco (1995). Os
teores totais e ambientalmente disponiveis (AMD) dos metais pesados (Fe, Al, Cu, Cr, Ni
e Pb) foram determinados seguindo as metodologias USEPA 3052 (1986) e USEPA 3050
(1986), respectivamente. As determinagdes foram feitas por espectrometria de emissdo
optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Os resultados foram expressos

mg kg™ de peso seco.

Coleta das sementes

As sementes de mamona foram coletadas em aproximadamente 30 plantas
presentes no deposito de cinzas na termelétrica de Sao Jeronimo. Optou-se por utilizar as
sementes da area do depdsito, porque estas, poderiam apresentar maior tolerancia, devido
ao fato, de estarem expostas a condicdes de maior estresse em relagdo as plantas de
variedades cultivadas. Para maior padronizagdo, as sementes foram selecionadas
visualmente pelo tamanho e posteriormente germinadas em areia. Apds 20 dias da

emergéncia, as plantas foram transferidas para os vasos definitivos.

Montagem do experimento

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo sem controle de temperatura e
umidade relativa do ar e com radiacio fotossinteticamente ativa de 1300 pmol m-s™.

As plantas foram cultivas em vasos de PVC (80 cm de altura e 30 cm de
diametro), entre os meses de novembro de 2004 ¢ marco de 2005. No fundo do vaso foi
acoplada uma pequena mangueira conectada a uma garrafa para a coleta da dgua de
lixiviagdo. Em cada vaso foi cultivada uma planta. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado com 8 repetigdes (8 plantas), totalizando 32 plantas.

A concentracao de macronutrientes utilizada no tratamento C + SN foi: N- 224, P-
62 e K-235, Ca- 160, Mg-24 ¢ S-32 mg 1"'. O volume de solugio aplicado foi calculado

em fun¢do do volume necessdrio para atingir a concentracdo de 60 kg N/ha, conforme
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recomendado por Azevedo et al. (1997). A solugdo foi adicionada semanalmente, de
forma manual e a rega foi realizada diariamente conforme a necessidade verificada,
utilizando-se agua destilada e deionizada para evitar a adicdo de ions de forma nao
controlada na solucao.

Para analisar as mudancas de pH e da condutividade elétrica do lixiviado dos
tratamentos, foram feitas lixiviagdes aos 30, 90 e 112 dias apds o plantio. Nos vasos com
cinza foram adicionados 4 litros de 4gua destilada, enquanto, que nos vasos com solo foi
necessaria a adi¢ao de 5 litros. Este volume foi determinado como necessario para a coleta
de 1 litro de lixiviado até 12 horas apds a adi¢do da agua no vaso. O pH e a condutividade

elétrica do lixiviado foram medidos no laboratorio Geral do Centro de Ecologia/ UFRGS.

Analises

Para avaliar o efeito das cinzas no crescimento das plantas e a possivel
interferéncia dos fatores estressores deste substrato nos processos fisioldgicos, foram

realizadas as seguintes analises:

(a) Taxa de crescimento relativo em altura (TCRa)

Foi calculada adaptando-se a equagao de Bleadle (1985), utilizando-se medidas da
altura das plantas em substituicdo a biomassa seca, como proposto pelo autor. A altura,
distancia entre o primeiro e o ultimo no, foi medida semanalmente com auxilio de uma

régua.

(b) Fotossintese

A medida da taxa fotossintética foi realizada em intervalos regulares de 15 dias (a
partir de 45 dias apds o transplante), sob condi¢des controladas de concentragdo de CO; e
luz, usando um medidor portatil de trocas gasosas por infravermelho LI-6400 (Li-Cor,

25l e a

Lincon, USA). A densidade de fluxo de fotons foi mantida em 1500 pmol m
concentragdo de referéncia de CO; em 400 pumol mol!. As medidas foram realizadas na

folha mais jovem completamente expandida de cada planta. Em cada planta foi feita uma
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medida, totalizando oito repeticdes. Com as medidas das taxas fotossintéticas, também
foram obtidos os valores das taxas de transpiracao (E).

Para entender melhor os possiveis danos da cinza na fotossintese foram feitas
curvas de respostas ao CO,. Os fatores estressores podem causar danos em diferentes
etapas da fixacdo de CO,. A utilizagcdes de modelos permitem a separacao das limitagdes
da fotossintese relacionadas a atividade da enzima ribulose-1,5-bisfosfato-carboxilase-
oxigenase (Rubisco) e das limitagdes relacionadas com as taxas de regeneragcdo da
ribulose 1,5- bisfosfato (RuBP) (Von Caemmerer, 2000). A partir da curva de resposta ao
CO,, a qual relaciona a assimilagdo de CO, com a concentragdo interna de CO; na folha é
possivel determinar a velocidade maxima de carboxilacao (VCmax) que € o parametro
diretamente relacionado com atividade da Rubisco e a taxa de transporte de elétrons

(Jmax) que esté relacionado com a taxa de regeneracdo da ribulose 1,5-bifosfato (Figura

).

30—

10

A (pmol mitg")

0 500 y 1000
¢ (umol mol )

Figura 1. Curva tipica de resposta a CO, e os parametros obtidos. dA/dci (VCmax)=
velocidade de carboxilagao da rubisco (mol m™ s™); Jmax= taxa maxima de regeneragdo

da RUBP (umol m™ s™"). Adaptado de (Beadle,1985).

As curvas de respostas ao CO, foram obtidas proéximo aos 60 dias em condi¢do
ambiente da casa de vegetagdo, entre 8:30 e 14 horas. Em funcdo do niimero de repeti¢des
(4) por tratamento, foi necessario fazer as medidas em 2 dias. As medidas foram iniciadas

apos a estabilizacdo da umidade e demais parametros na camara do analisador. Estes
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procedimentos foram adotados a fim de evitar o fechamento estomatico durante a
realizacdo das medidas. Foram utilizadas nove concentracdes de CO2 para a leitura da
assimilagdo: 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 e 800 pumol mol™"A densidade de fluxo de

fotons utilizada foi de 1500 pm mol m?s™.

(c) Biomassa seca

Durante o cultivo, muitas folhas sofreram abscisdo. Estas foram coletadas,
separadamente para cada individuo, e ap6s lavagem em dgua foram secas em estufa para
posterior determinagdo da biomassa, a qual foi denominada de biomassa seca de abscisao.
Apos 112 dias de cultivo as plantas foram coletadas, separadas em raiz e parte aérea
(folhas + caule). Devido a grande quantidade de raizes extremamente finas nos
tratamentos com cinza e a forte aderéncia desta nas raizes, nao foi possivel determinar a
massa seca das raizes. Desta forma, somente a massa seca da parte aé¢rea foi determinada.
Apos a coleta, caule, folhas e inflorescéncias foram lavados, secos em estufa (60 °C por

72 horas) e a biomassa seca foi determinada em balanca analitica.

(d) Concentragdo de metais pesados

Para a determinacdo da concentracdo de metais pesados nas raizes, uma amostra
das raizes de cada planta foi retirada no momento da coleta das plantas. As raizes foram
lavadas em agua destilada e submetidas a banho de ultra-som 1minuto para a retirada de
solo e/ou cinza aderida. Em seguida as raizes foram secas em estufa (60 °C por 72 horas).
Foram sorteadas quatro amostras para a determinagdo das concentra¢des dos metais. Apds
a secagem, as folhas e as raizes foram moidas em gral de porcelana e aproximadamente
0,5 g de material foi utilizado para a determinag@o das concentragdes de Pb, Cr, Cu e Ni.
As amostras foram digeridas com 5 ml de HNOs; e 3 ml de agua tridestilada. As
concentragdes de Pb, Cr e Ni foram determinadas por espectrometria de absor¢ao atdmica
em forno de grafite e a concentracdo de cobre foi por espectrometria de absor¢ao atomica

. -1 .
em chama de ar acetileno. Os resultados foram expressos por pug g de biomassa seca.
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(e) Analise dos dados

Os resultados foram expressos como médias das variaveis dependentes seguidas
do erro padrio da média (£ erro padrdo). Os dados foram submetidos a analise de
varidncia e comparagdo de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando

programa Statistic (Lewick, 2007).

RESULTADOS

Caracterizacdo quimica dos substratos

A cinza apresentou pH alcalino, elevada condutividade elétrica e maior teor de
carbono organico em relagdo ao solo utilizado (Tabela 1). A maior porcentagem de
carbono organico na cinza, em relagdo ao solo, ¢ decorrente da presenca de residuos de
carvdo que ndo foram completamente queimados. Segundo andlises preliminares
realizadas pela Prof". Dr®. Débora Dick do departamento de Quimica /UFRGS, o carbono
presente nesta cinza apresenta caracteristicas hidrofobicas e possivelmente pouco
contribui para o aumento da CTC (capacidade de troca de cations) da cinza (comunicagao
pessoal).

As concentragdes de macronutrientes foram maiores na cinza do que no solo
(Tabela 1). A concentracdo na cinza de nitrogénio total, a qual inclui as formas orgénicas
e inorganicas, foi maior que o dobro da encontrada no solo. A concentragdo de fosforo
extraivel foi igual na cinza e no solo enquanto as concentracdes de K extraivel, calcio
trocavel e enxofres foram maiores nas cinzas do que no solo.

As concentracdes de Cr, Cu e Ni na cinza foram acima dos valores encontrados no
solo. Somente as concentragdes de chumbo, tanto total quanto AMD, foram maiores no
solo, mas estas se encontram dentro das faixas de normalidade (Tabelas 1). As
concentragdes totais dos metais pesados (Cr, Cu, Ni e Pb) na cinza estdo dentro das faixas
consideradas normais para os solos mundiais ndo contaminados: Cr: 7- 221 mg kg™, Cu:
6-80 mg kg™, Ni: 4-55 mg kg™, Pb: 10-84 mg kg™' (McBride, 1994). Porém, considerando

valores de referéncia estipulados pelas CETESB (2001) para os solos de Sao Paulo, a

Capitulo II 80



concentragdo de niquel ambientalmente disponivel (AMD) esta acima do valor de
referéncia de 13 mg kg”'. A concentragio ambientalmente disponivel para os demais

metais esta dentro dos valores de referéncia estipulados pela CETESB.

Tabela 1. Propriedades quimicas do solo ¢ das cinzas leves de carvao minerais utilizadas

no experimento.

Propriedades quimicas solo cinza Metodologia
CTC cmol, kg'l 7,4 12,0 extragdo acetato de
amonio 1M
pH 5,6 8,2 agua 1:5
Condutividade elétrica 40 1081 extragdo em agua 1:5
(uS/em)
Carbono organico (%) 0,89 4 Combustao umida
Walkey Black
Nitrogénio (%) 0,07 0,18 TKN-Kjeldahl
Fosforo (mg dm™ 13 13 Mehlich |
Potéassio (mg dm™) 82 200 Mehlich |
Célcio (cmol, dm™) 2,2 3,9 KC10,1 mol I
Enxofre -S04 (mg dm™) 7,6 99 CaHPO, 500 mg I'' P
Total AMD* Total AMD Total AMD
Ferro (%) 1,0 0,78 1,2 0,68 EPA 3052 EPA 3050
Aluminio (%) 54 1,5 0,94 0,27  EPA 3052 EPA 3050
Cobre (mg kg™) 5,0 4 25 8,1 EPA 3052  EPA 3050
Cromo (mg kg™) 12 5 28 21 EPA 3052  EPA 3050
Niquel (mg kg™) <5 3 26 21 EPA 3052  EPA 3050
Chumbo (mg kg™) 24 16 10 8,5 EPA 3052  EPA 3050

) AMD - Ambientalmente disponivel

As andlises de lixiviacdo realizadas ao longo do cultivo mostraram que o pH ¢ a
condutividade elétrica do lixiviado do solo foram menores que a dos demais tratamentos
(Figura 2). O pH do lixiviado do solo sofreu a maior redugdo em relagdo aos demais
tratamentos, passando de 7,2 aos 30 dias para 5,8 aos 112 dias de cultivo. Nos demais
tratamentos o pH do lixiviado também diminuiu em fun¢do do tempo, entretanto os
valores mantiveram-se acima de 7 (Figura 2). A condutividade elétrica, a qual indica a
quantidade de ions em solugdo também foi menor no lixiviado do solo em relagcao aos
demais tratamentos (Figura 2).Observou-se uma queda acentuada da condutividade
elétrica entre 30 e 112 dias em todos os tratamentos com cinza. As maiores reducdes
foram observadas no lixiviado do tratamento C + S, possivelmente porque neste
tratamento as plantas tiveram maior crescimento que as plantas cultivadas somente em

cinza; logo, absorveram mais ions. Além disso, neste tratamento nao houve o acréscimo
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de ions com no tratamento C + SN, reduzindo assim a quantidade de ions no lixiviado

(Figura 2).

pH

NS%

—e— C+S

—v»— Cinza
—v— Solo

30 90 112
Dias

uS/icm

6000 +

5000 +

4000 +

3000 -

2000 -

1000 4

Condutividade elétrica

30 90 112
Dias

Figura 2. pH e condutividade elétrica da solugdo lixiviada durante o cultivo de R.

communis em diferentes tratamentos: C + S (cinza + solo); C + SN (cinza + solugdo

nutritiva); cinza; solo; Barras (desvio padrao da média) n = 4.

Taxa de crescimento relativo em altura e biomassa seca

As plantas cultivadas no solo mostraram as maiores taxas de crescimento até 45

dias apos o transplante em relagdo aos demais tratamentos (Figura 3). A partir deste

periodo, a redugdo no crescimento foi possivelmente devido a mudangas nas fases de

crescimento. As plantas cultivadas no solo emitiram flores aproximadamente aos 75 dias

de cultivo, o mesmo ndo ocorreu nas plantas dos demais tratamentos. As plantas

cultivadas somente em cinza mostram as menores taxas de crescimento durante todo o

periodo de avalia¢do (Figura 3 e 4). As plantas cultivadas neste tratamento tiveram um

numero reduzido de folhas, as quais praticamente ndo desenvolveram (Figura 3).
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Figura 3. Taxa de crescimento relativo em altura de R. communis cultivadas em
diferentes tratamentos: solo, cinza, (C +SN) cinza solucdo nutritiva e (C + S) cinza + solo.
Médias (em cada dia) seguidas de mesmas letras ndao diferem entre si pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade. Barras (erro padrao da média), n = 8.

A adicdo de solo na superficie da cinza (C + S) promoveu o crescimento da
mamona, em taxas similares as observadas nas plantas cultivadas no solo especialmente
até os 75 dias (Figura 3). Entretanto, como se observa na figura 4, as plantas cultivadas
em C + S mantiveram um menor nimero de folhas e as folhas mais velhas apresentaram
uma coloragdo verde menos intensa, comparado as folhas dos tratamentos solo ou C +
SN, o que sugere uma possivel deficiéncia de nitrogénio (Figura 4). As plantas cultivadas
em solo apresentaram mudancas fenologicas mais rapidas em relacdo as plantas cultivadas
em C + SN. Assim, neste tratamento as plantas apresentaram um leve aumento nas taxas
de crescimento entre 60 e 90 dias, periodo em que as plantas cultivadas no solo tiveram

certa estabilizacdo da taxa de crescimento (Figura 3).
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nutritiva

Figura 4. Plantas de R. communis apos 90 dias de cultivo em diferentes tratamentos com

solo e cinza de carvdo mineral.

Apds 112 dias de cultivo, a biomassa seca da parte aérea das plantas foi
significativamente diferente entre os tratamentos, exceto entre os tratamentos C + SN e
solo (Figura 5 A). Na figura 5B observa-se a biomassa seca das folhas que sofreram
abscisao durante o cultivo. A massa seca destas folhas foi em média aproximadamente 40,
12, 12, e 30% maior que a biomassa seca da parte aérea no final do experimento para os
tratamentos C + SN, solo, C + S e cinza, respectivamente. A biomassa total, obtida pela
soma da biomassa seca das folhas (abscisdo) e a biomassa seca da parte aérea no final do
experimento, mostraram diferencas significativas entre todos os tratamentos (Figura 5C).
Considerando esta biomassa total, as plantas cultivadas em C + SN, solo e C + S tiveram
em média uma biomassa 99,6, 99,4 e 98,9% maior do que as plantas cultivadas em cinza,

respectivamente (Figura 5C).
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Figura 5- Biomassa seca da parte areca de plantas de R. communis cultivadas em
diferentes substratos. (A)- Biomassa seca (folhas + caule + inflorescéncia), apos 112 dias
de cultivo. (B)- Biomassa seca das folhas que sofreram abscisdo durante o experimento.
(C)- Biomassa total (folhas abscisdo + parte aérea no final do experimento). Médias
seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. Barras (erro padrao da média), n = 8.

Concentracao e distribuicdo dos metais pesados em mamona

Na tabela 2 observa-se que as concentragdes de chumbo e de cobre nas raizes das
plantas cultivadas no solo foram significativamente maiores em relacdo aos demais
tratamentos. Para o cromo, a maior concentracdo foi observada nas raizes das plantas
cultivadas na cinza, enquanto a concentragdo radical de niquel foi maior nas plantas
cultivadas em C + SN (Tabela 2). Por outro lado, nas folhas, as maiores concentragdes de
chumbo e cromo foram observadas nas plantas cultivadas na cinza, enquanto as maiores
concentragdes de niquel e de cobre foram observadas nas plantas cultivadas em C + SN

(Tabela 2).
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Tabela 2. Concentragao de metais pesados nas raizes e folhas de plantas de R. communis

cultivadas em diferentes tratamentos com cinza de carvdo mineral.

Tratamentos Concentragdo de metal (mg kg™)
Chumbo Cromo Niquel Cobre
Raiz

Solo 10,95 (x1,03)a 0,720 (£0,04)b 1,49 (£0,05)b 22,80 (+0,96) a
Cinza 2,17 (x0,26)b 10,91 (+1,27)a 10,77 (=0,94)a 9,01 (£1,27) be
C+SN 2,29 (+0,15)b 2,30 (+0,14)b 12,82 (£0,85)a 7,26 (£0,14) ¢
C+S 3,70 (+0,22) b 2,16 (+0,19) b 4,26 (+0,19)b 15,05 (£0,19)b

-------------------------------------- Folhas -- == ==-= =-csecmmemmcmcnccnaenae
Solo 0,32 (£0,02) b 0,10 (£0,01) b 0,64 (+0,04)b 4,76 (+0,08) b
Cinza 0,81 (£0,10) a 1,10 (£0,13)a 12,47 (£1,09)a 4,50 (+0,07) b
C+SN 0,28 (+0,03)b 0,12 (+0,01)b 1827 (+1,24)a 8,81 (x0,37) a
C+S 0,25 (+0,01) b 0,10 (+0,01) b 4,20 (+0,06)b 3,70 (+£0,06) b

Valores seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. (+ erro padrdo da média) n= 4.

As concentragdes de niquel nas folhas das mamonas cultivadas nos tratamentos
cinza e C + SN foram superiores as concentragdes propostas como normais (0,1-5,0 mg
kg™) por Kabata-Pendias, (2000) (Tabela 2). As concentracdes foliares de cromo nas
plantas cultivadas somente na cinza também apresentaram valores superiores aos
indicados por Kabata-Pendias (2000) como normais (0,1- 0,5 mg kg'l). Diferentemente, as
concentragdes foliares de cobre, exceto no tratamento C + SN, estdo abaixo da faixa de
normalidade de 5-30 mg kg' Kabata-Pendias (2000). Em relagio as concentragdes
foliares de chumbo, as plantas cultivadas no solo apresentaram concentragdes inferiores as
das plantas cultivadas na cinza. Para todos os tratamentos as concentragdes foliares de
chumbo estdo dentro das faixas de normalidade de (5-10 mg kg™") proposta por Kabata-
Pendias (2000).

Na figura 6 observa-se que as distribui¢des de chumbo e cromo entre raiz e folha
apresentaram comportamentos semelhantes entre si. A razdo da concentracdo nas
folhas:concentragdo nas raizes para estes dois elementos foi menor que 0,4 em todos os

tratamentos. Por outro lado, para niquel esta razdo foi proxima a 1,0 para as plantas
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cultivadas na cinza, C + SN e C + S, respectivamente. Para o cobre a maior razao (1,2) foi
observada nas plantas cultivadas em C + SN e a menor razdo (0,20) foi nas plantas

cultivadas no solo.
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Figura 6. Concentragdo de metais pesados nas raizes e folhas de plantas de R. communis
apods 112 dias de cultivo em diferente tratamentos: solo; cinza; (C + SN) cinza + solucgdo
nutritiva; (C + S) cinza + solo. Médias (em cada tratamento), seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Barras

(erro padrao da média), n=4.

Fotossintese

A taxa fotossintética das plantas cultivadas na cinza foi menor que a dos demais
tratamentos durante todo o experimento (Tabela 3). Até 75 dias as taxas fotossintéticas
das plantas cultivadas no solo e em C + S foram significativamente maiores que as dos
demais tratamentos. Apos este periodo a taxa fotossintética das plantas cultivadas em C +

SN aumentou. Observou-se uma tendéncia de diminui¢do das taxas fotossintéticas das
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plantas cultivadas no solo e na C + S, ao longo do tempo. Essa diminui¢ao possivelmente

foi devido a mudanca do estado fenoldgico destas plantas (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa fotossintética de R. communis expostas a diferentes tratamentos.

Cinza

C+ SN

Dias Solo

45 26,2 (+0,96) a
60 27,8 (£1,11)a
75 20,3 (£1,26) ab
90 27,5 (+0,96) a
105 22,2 (+0,64)a

Taxa fotossintética pmol m?s™

6,0 (£1,22) ¢

15,0 =1,75)b
9,1 (+1,26)¢

12,8 (£0,73) ¢
13,4 (£2,38)b

14,4 (£0,93) b
15,3 (+1,96) b
19,1 (£ 1,65) be
24,8 (£1,18) ab
222 (£041)a

29,3 (+0,55)a
27,8 (£1,18) a
22,8 (£0,74) a
21,8 (£0,80) b
18,0 (+ 0,92) ab

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de

Tukey. (+ erro padrio da média), n=8.

Analisando as curvas de respostas das plantas ao CO,, verificou-se que tanto a

velocidade méaxima de carboxilacdo (Vcmax) quanto a taxa maxima de transporte de

elétrons (Jmax) foram menores nas plantas cultivadas somente em cinza (Tabela 4). A

adicdo de solo na superficie da cinza e, especialmente, de macronutrientes promoveu

aumentos significativos de Vemax e Jmax quando comparados com os valores obtidos no

tratamento cinza (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros da curva de resposta a CO,, velocidade maxima de carboxilagdo
(Vemax) e taxa de transporte de elétrons (Jmax) de plantas de R. communis cultivadas em

diferentes substratos.

Tratamentos Parametros da curva de resposta ao CO,
Vcmax Jmax
Solo 151,6 (£ 5,6) a 257,5(x12,1)a
Cinza 473 (x3,9)b 86,3 (x7,1)b
C+ SN 1258 (£ 6,1)a 221,6 (£ 11,5)a
C+S 105,6 (+3,3) a 182,5(+4,1)a

Valores seguidos pela mesma letra em coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. (& erro padrdo da média), n=4.

As taxas transpiratorias (E) das plantas expostas as cinzas foram menores que as
taxas das plantas do tratamento solo, exceto aos 75 e¢ 90 dias onde ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 7). De modo geral, as taxas

transpiratorias diminuiram ao longo do tempo para todos os tratamentos.

16
a —e— Solo
) —o— Cinza
14 —»— C+ SN
a —~— C+S
(\I,"’ 12 A a
S ad
9\' 10
T | .
E ab
E 8 b a
w
ab
6 - vab
? b
4 T T T T T
45 60 75 90 105

Dias

Figura 7. Taxa transpiratéria (E) de R. communis cultivadas em diferentes substratos.
Médias seguidas de mesma letra, em cada dia, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade. Barras (erro padrao da média), n=7.
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DISCUSSAO

As andlises quimicas mostram que a cinza apresentou valores superiores de todos
os macronutrientes analisados em relagao ao solo utilizado. Assim, era esperado que o
desenvolvimento das plantas na cinza nao fosse limitado pelos teores de macronutrientes.
Entretanto, todas as plantas cultivadas somente em cinza tiveram redugdes significativas,
tanto da taxa de crescimento quanto na producdo de biomassa, o0 mesmo ndo ocorrendo
nas plantas cultivadas em cinza com adi¢do de macronutrientes. Esta constata¢do torna
evidente que os valores apresentados na Tabela 1 ndo refletem a real caracteristica
quimica das cinzas, principalmente em termos de teores disponiveis de macronutrientes
para as plantas.

A concentracdo total de nitrogénio ndo pode ser diretamente relacionada com o
teor disponivel de N, o qual depende da mineralizagio da matéria organica e da
imobilizacdo de formas minerais. Estes processos dependem da disponibilidade de
residuos organicos, de fatores climaticos e de caracteristicas do proprio substrato (Raij,
1991). Em termos de fertilidade as concentragdes de fosforo sdo consideradas médias para
solos e baixas para as cinzas, segundo o manual de Recomendacdo de Adubagdo e
Calagem para os estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (1994), isto porque, o
teor de argila no solo (19%) foi superior ao teor de argila na cinza (3%). As concentracdes
de potassio extraivel, de célcio trocavel e de enxofre encontradas no solo estdo dentro das
faixas consideradas alta, média e suficiente para os solos, respectivamente. Na cinza a
concentragdo destes trés elementos foi maior que as concentragdes encontradas no solo e
estariam dentro das mesmas faixas limites descritas para o solo, porém com teores
elevados de potéssio e principalmente enxofre.

Os teores de P e K extraivel, Ca trocavel e S os quais sdo utilizados como
parametros para a recomendagdo de adubacdo de solos no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, mostraram nao ser bons parametros para a avaliacdo da fertilidade da cinza.
Estes elementos estdo dentro das faixas suficientes, médias e altas de fertilidade, porém as
plantas s6 apresentaram crescimento adequado quando estes elementos foram
acrescentados as cinzas. Do mesmo modo, os valores elevados de carbono organico e de
nitrogénio total, ndo asseguram que os teores de nitrogénio disponiveis as plantas nas
cinzas sejam suficientes. Conforme comentado anteriormente, o carbono presente nas
cinzas parece ndo conter as mesmas propriedades do carbono orgénico encontrado no solo

(Prof. Débora Dick, comunicagdo pessoal).
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Trabalhos realizados por Chaudhuri et al. (2001) na india, também mostraram
concentragdes totais de P, K, S, bem como, os teores disponiveis de P e K e carbono
organico maiores nas cinza do que no solo utilizado no experimento, entretanto, o teor de
nitrogénio disponivel na cinza foi nulo. Os autores mostram que a adigdo de 52 ton ha™ da
cinza, em condi¢des de campo, promoveu aumento da produtividade de arroz e amendoim
em relagdo as plantas cultivadas somente em solo ou solo com adi¢do de NPK. Porém, os
autores discutem somente a contribui¢do da cinza para a melhoria do pH do solo, e ndo
abordam a contribui¢do dos macronutrientes no aumento da produtividade das culturas.

A resposta das plantas cultivadas em C + SN, em relagdo as plantas cultivadas
somente em cinza, demonstrou que a disponibilidade de macronutrientes nas cinzas foi o
principal fator limitante para o crescimento da mamona em cinza. A baixa concentragdo
de fosforo e nitrogénio disponiveis nas cinzas ¢ sugerida por outros autores como sendo
um dos fatores limitantes ao estabelecimento da vegetagdo (Carlson & Adriano, 1993;
Tripathi et al., 2004). O trabalho realizado por Plank e Martens (1973) apud Gupta et al.
(2002) mostram que plantas crescendo em cinza de carvao mineral podem apresentar
deficiéncia de potassio em fun¢do dos elevados niveis de Ca e Mg. Aumento nos niveis
disponiveis de Ca e Mg, sem aumento similar dos niveis disponiveis de potassio, pode
causar menor absor¢ao de K pelas raizes em fun¢do do efeito antagonico de Ca e Mg na
absorcao de K.

A adicdo de macronutrientes em forma de solug¢do nutritiva ¢ uma fonte disponivel
destes elementos. Entretanto, ndo se podem ignorar as complexas reagdes que estes
elementos estdo sujeitos quando em contato com as cinzas. Estes elementos podem ser
adsorvidos nas particulas das cinzas e/ou formar diferentes complexos com os elementos
presentes na solucdo, deslocando o equilibrio de muitas reagdes. Assim, a quantidade de
elementos presentes na solu¢ao possivelmente ndo foi resultado exclusivo da quantidade
adicionada via solucdo, mas das complexas reagdes que regem a dinamica dos nutrientes
no solo ou outro substrato como a cinza. A adi¢do de macronutrientes pode ter interferido
na disponibilizacdo ou adsor¢do de outros elementos, nutrientes ou nao, presentes nas
cinzas.

A camada superficial de solo sobre as cinzas favoreceu o desenvolvimento da
mamona em comparagdo com as plantas cultivadas somente em cinza. Entretanto, a
camada de solo nao foi suficiente para permitir um bom desenvolvimento das plantas e a
produgdo de biomassa seca foi inferior as plantas cultivadas somente no solo. Isto mostra

que a longo prazo o crescimento das plantas pode ficar comprometido. A camada de solo
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favoreceu o estabelecimento das plantas, ja que as raizes, inicialmente, ndo entraram em
contato com as cinzas. Porém, com o crescimento das plantas, possivelmente, os recursos
da camada de solo tornaram-se limitantes e as plantas reduziram o crescimento. E
importante salientar que nao foi observada uma concentragdo de raizes na camada de solo.
O sistema radical se estendeu por todo o vaso, atingindo o fundo como foi observado nos
demais tratamentos. Weinstein et al. (1989) também observaram que as raizes de Brassica
napus L. cultivadas em deposito de cinza recoberto com solo atingiram as cinzas, € isso
resultou no aumento da concentragdo de selénio nas plantas.

Observou-se que a cinza levou a aumentos significativos das concentragdes
foliares de Pb, Cr e Ni na mamona, em relagdo as plantas cultivadas somente em solo.
Tripathi et al. (2004) também observaram aumento das concentragdes foliares de Ni, Cu,
Zn em plantas de Cassia siamea Lamk cultivadas em solo com diferentes proporgdes de
cinza de carvdo. No presente trabalho, as concentracdes foliares de niquel de 12,5 ¢ 18,3
mg kg nas mamonas cultivadas em cinza e C + S, respectivamente, foram superiores as
concentragdes consideradas normais (0,1-5,0 mg kg™) e dentro das faixas consideradas
fitotoxicas (10-100 mg kg™') para muitas espécies (Kabata-Pendias, 2000). O niquel ¢ um
elemento movel na planta, podendo ser transportado para a parte aérea, e algumas
espécies podem acumuld-lo em concentragcdes proximas a 1% do peso seco da folha.
Porém, a maioria das espécies ¢ sensivel aos efeitos do Ni. O Ni pode inibir o crescimento
radical (Kozhevnikova et. al, 2007), interferir na absor¢do de ferro, levando a planta a
deficiéncia deste nutriente (Miller & Cumming, 2000). O excesso de niquel pode causar
redugdes das taxas fotossintéticas por substituicdo do atomo de Mg da molécula de
clorofila (Kiipper et al., 1998) e inibi¢do da atividade de enzimas do ciclo de Calvin
(Sheoran et al., 1990).

A menor taxa fotossintética observada nas plantas cultivadas na cinza parece nao
estar relacionada com os teores foliares de Ni, acima dos normais, observados neste
tratamento. Isto porque as plantas cultivadas em C + SN também apresentaram teores
foliares de Ni acima dos considerados normais e as taxas fotossintéticas atingiram valores
similares aos observados nas plantas cultivadas no solo. Os valores elevados da
velocidade de carboxilagdo (Vcecmax) e das taxas de transporte de elétrons (Jmax) nas
plantas cultivadas em C + SN mostraram que os teores de niquel nas folhas ndo causaram
efeitos toxicos a mamona. A baixa taxa fotossintética observada nas plantas cultivadas na

cinza, bem como a redu¢do de Vcmax e de Jmax, foram possivelmente decorrentes da
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deficiéncia de macronutrientes, os quais sao requeridos em todas as fases da fotossintese
(Marschner, 1995).

Acredita-se que as maiores concentragdes foliares de chumbo e cromo observados
nas plantas cultivadas nas cinzas ndo tenham causado efeitos toxicos as plantas, porque
estas concentragdes estdo bem abaixo das concentragdes consideradas fitotoxicas para a
maioria das plantas (Pb: 30-300 mg kg'; Cr: 5-30 mg kg') (Kabata Pendias, 2000).
Portanto, o efeito dos metais pesados analisados ndo parece ter sido a causa principal da
reducdo de cerca de 99% da producao de biomassa seca da mamona cultivada na cinza em
relagdo as plantas cultivadas em solo e C + SN. Novamente a falta de macronutrientes
disponiveis na cinza parece ter sido o principal fator de estresse para o crescimento das
plantas.

As taxas fotossintéticas observadas nas plantas cultivadas no solo foram similares
as obtidas em outros experimentos com mamona (Romeiro et al., 2006). As taxas
fotossintéticas também podem ser reduzidas por fatores que diminuem as taxas de difusao
de CO;. O fechamento estomatico, causado por déficit hidrico pode levar a menor difusao
de CO; e, conseqiientemente, a reducdo das taxas fotossintéticas. As taxas fotossintéticas
das plantas cultivadas em C + SN foram maiores do que as plantas cultivadas em cinza.
Isto indica que a baixa taxa fotossintética observada nas plantas cultivadas na cinza nao
estd relacionada com restrigdes na difusdo estomatica de CO,, mas por outras etapas da
fotossintese, as quais parecem ter sido alteradas pela deficiéncia de macronutrientes.

A eficiéncia do uso da agua é uma caracteristica importante que promove
informacdes sobre a adaptacdo potencial da espécie para condigdes de estresse hidrico
(Farquar & Sharkey, 1982). A taxa transpiratdria da mamona foi elevada, especialmente
aos 60 dias, possivelmente devido as altas temperaturas e maior déficit de pressdo de

vapor, mas a fotossintese manteve-se elevada.

Considerages ecoldgicas

As cinzas de carvao podem levar a aumentos significativos dos teores foliares de
metais pesados como mostrado neste experimento. Em termos absolutos, considerando
somente a concentracdo foliar, as plantas cultivadas nas C + SN, C + S foram capazes de
concentrar em média 600 e 62,8ug de Ni, respectivamente, bem acima do observado nas
plantas cultivadas no solo que foi de 17,7 pg de Ni. A maioria dos metais pesados tem sua
disponibilidade aumentada com o decréscimo de pH do solo (Adriano, 2001). As cinzas

que inicialmente tem pH alcalino podem, a longo prazo, tornarem-se acidas. Como

Capitulo II 93



mostrado no experimento, a solugdo de lixiviagdo mostrou uma tendéncia de reducao de
pH. No caso do niquel, que apresentou concentragdes foliares acima do normal, a
disponibilidade deste elemento pode aumentar com a redugdo de pH das cinzas. Segundo
McBride (1994), pH menor do que seis favorece as formas trocavel e soluvel de Ni. Desta
forma, o maior intemperismo da cinza poderia levar a redugdes do pH com aumento da
disponibilidade de Ni podendo aumentar a concentrag¢do deste elemento nas plantas.

A maior condutividade elétrica, observada no lixiviado de todos os tratamentos
com cinza em relacdo ao lixiviado do solo, sugere que em condi¢des naturais a lixiviagao
da cinza pode contribuir para ao aumento de ions em solugdo os quais podem causar
danos aos recursos hidricos adjacentes. Uma camada superficial de solo parece nao
contribuir para a reducdo da perda de ions e pode comprometer o desenvolvimento das
plantas a longo prazo, como mostrado no tratamento C + S.

Portanto, a utiliza¢do da cinza na agricultura como condicionante de pH deve ser
feita com cuidado, bem como a utilizacdo das areas de deposito de cinza para o cultivo de
pastagens, praticas comum em algumas areas abandonadas de deposito.

Assim como no primeiro capitulo, a concentragdo de niquel nas folhas foi maior
do que nas raizes, descartando a hipotese que a maior concentragdo de niquel observada
nas folhas de mamona na area do deposito seria devido a poluigdo aérea do local. Por
outro lado, pode-se evidenciar neste trabalho que a mamona parece ter capacidade de
acumular niquel nas folhas, induzindo a hipdtese de que a mamona poderia ser uma

espécie acumuladora deste metal.

CONCLUSOES

A cinza de carvdo mineral inibiu o crescimento de R. communis. Esse efeito ¢é
decorrente da falta de macronutrientes disponiveis na cinza resultando em danos no
aparato fotossintético e conseqiiente reducao do crescimento.

A concentracdo de metais nas cinzas levou ao aumento da concentracdo de metais
pesados na mamona, especialmente de niquel. Porém, o crescimento normal das plantas
cultivadas em C + SN permite concluir que as concentragdes disponiveis de metais nas

cinzas ndo sdo toxicas para a mamona. Portanto, a espécie poderia ser utilizada para a
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revegetacdo das cinzas apds melhorias das condi¢des nutricionais deste substrato,

contribuindo para o recobrimento da area e fixagdo de metais.
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CAPITULO 1l

CONCENTRACAO E DISTRIBUICAO DE NIQUEL E CROMO EM
MAMONA (RICINUS COMMUNIS L.) CULTIVADA EM SOLUCAO
NUTRITIVA

As espécies vegetais respondem de formas diferentes ao aumento da concentracao
de metais pesados no solo (Baker, 1981). A maioria das plantas ¢ sensivel a elevadas
concentragdes de metais pesados, ndo tolerando o efeito toxico destes elementos.
Entretanto, algumas espécies desenvolveram estratégias para tolerar concentragdes
excessivas de metais pesados. As plantas exclusoras restringem o transporte de metais para
a parte aérea, evitando assim, danos no aparato fotossintético. No caminho oposto, algumas
espécies, denominadas de hiperacumuladoras, sdo capazes de acumular grandes
quantidades de metal nos tecidos. Ambas as espécies, exclusoras e hiperacumuladoras sdao
importantes para projetos de fitorremediacdo (Prasad, 2006). Porém, as mesmas sdo
utilizadas com diferentes objetivos. As plantas exclusoras podem promover a
fitoestabiliza¢ao do contaminante enquanto as plantas hiperacumuladoras podem promover
a fitoextragao (Lasat, 2002), por isso ¢ importante conhecer a capacidade de absorc¢ao,
acumulo e distribuicdo de metais nas espécies vegetais.

A distribuicdo dos metais dentro da planta ¢ uma conseqiiéncia dos mecanismos
fisiologicos e das caracteristicas especificas do metal. Segundo Broadley et al. (2001), a
concentracdo de metal na parte aérea ¢ determinada (i) pela absorcdo e seqiiestro do metal
na raiz, (ii) transporte no xilema e floema e (iii) dilui¢do dentro da parte aérea em funcao
do crescimento. Caracteristicas especificas do elemento, como tamanho do raio i6nico e
estado de oxidacdo determinam a maior ou menor mobilidade do metal na planta. Em
funcao disto, certos metais, por exemplo, como Zn, Ni, B, sdo mais uniformemente
distribuidos entre raiz e parte aérea, enquanto metais como Pb, Ag e Cr sdo pouco
transportados para a parte aérea. As plantas podem apresentar diferentes mecanismos que
permitem o maior ou menor transporte de metais para a parte aérea (Salt, 2001). Plantas

hiperacumuladoras de chumbo, como Thlaspi rotundifolum capaz de acumular 8200 mg
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kg-1 (Cunningham & Ow, 1996), ¢ um exemplo evidente de que a capacidade de
transporte de um elemento ¢ muito variavel entre as espécies.

No capitulo II, verificou-se que as plantas de mamona (Ricinus communis L.)
cultivadas em cinza mostraram capacidade de concentrar niquel nas folhas em
concentragdes acima das estabelecidas como normais para a maioria das plantas. Tanto em
condi¢des naturais quanto em casa de vegetagdo ndo foram verificados sintomas de toxidez
na parte aérea decorrentes da concentracdo de niquel nas folhas. Isto indica que a espécie
pode ter capacidade de acumular niquel na parte aérea. Além disso, os resultados
demonstraram que a mamona também parece ter capacidade de transportar cromo para a
parte ac€rea.

Niquel e cromo apresentam diferentes caracteristicas quimicas. O niquel pode
apresentar diferentes estados de oxidac¢ao, que variam de 0 a + 3. A forma mais comum ¢ a
divalente (+ 2), sendo encontrada em compostos como acetato, sulfato e sais de nitrato
(Adriano, 2001). O niquel ¢ considerado um nutriente essencial para plantas, sendo que,
em plantas superiores, ele ¢ componente da enzima urease, responsavel pela conversdao de
uréia em amonia e didéxido de carbono (Dixon et al., 1975). O niquel também ¢ importante
para as plantas leguminosas, fixadoras de nitrogénio, pois ¢ componente da enzima
hidrogenase de bactérias simbiontes (Stults et al., 1984). Segundo Brown et al. (1988), o
niquel ¢é requerido pelas plantas em concentragdes muito baixas, 1,7 nmol g ou menos em
tecidos foliares e por isso a deficiéncia de niquel ¢ raramente observada. Comparado com
outros metais pesados essenciais, o intervalo entre a concentracdo necessaria para o
metabolismo normal da planta e a concentragdo toxica ¢ amplo, e por isso o niquel €
classificado como ultranutriente (Asher, 1991; Kiipper & Kroneck, 2007). A concentragdao
de niquel nas plantas pode ser muito varidvel. Em plantas cultivadas e em vegetagdo
natural a concentragdo pode variar de 0,1 a 5 pg g”'da massa seca. Em geral, concentragdes
entre 10 ¢ 100 pg g na massa seca sdo consideradas fitotoxicas (Kabata-Pendias, 2000).
Os sintomas comuns de toxidez de niquel sdo inibi¢do do crescimento e clorose internerval
(Moya et al., 1993; Seregin et al., 2003; Seregin & Kozhevnikova, 2006).

Em relagdo ao cromo, a maior ou menor toxidez dependem do estado de oxidagao.
O cromo pode ocorrer em diferentes estados de oxidagdo, sendo as formas hexavalente (Cr
VI) e trivalente (Cr III) as mais estaveis e freqiientes na natureza. No solo a conversao de
Cr (III) para Cr (VI) e vice-versa pode ocorrer simultaneamente, dependendo das
condi¢des redox e do pH (Adriano, 2001). Embora o Cr (III) seja essencial para animais e

humanos, a forma hexavalente ¢ extremamente toxica e possui propriedades
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carcinogénicas (Mei et al., 2002). Em plantas, o cromo ndo apresenta fungdes nutricionais
conhecidas e a forma mais fitotoxica também ¢ Cr (VI) (Han et al., 2004). A concentragdao
de cromo em plantas é variavel; entretanto, valores de 0,02 a 0,2 pg g sdo comuns em
plantas de locais ndo contaminados (Kabata-Pendias, 2000). Segundo Macnicol & Becker
(1985), concentracdes na planta entre 1 ¢ 10 ug g’ da massa seca sio fitotoxicas para a
maioria das plantas, enquanto que para Kabatia- Pendias (2000) estas concentracdes sao
entre 5 ¢ 30 pg g"'. Os sintomas de toxidez de cromo em plantas incluem clorose foliar e
manchas amarronzadas (Barcel6 & Poschenrieder, 1985; Sharma et al., 2003). Comparado
a outros metais, o cromo tem recebido pouca atengdo da pesquisa, e as respostas de poucas
espécies vegetais foram testadas para este metal.

Dada a importancia da mamona para a revegetacdo de areas impactadas por cinza
de carvao mineral ¢ importante analisar qual a resposta da espécie para o aumento da
concentragdo de metais, avaliando a sua capacidade de estabilizar ou extrair metais do
ambiente. Neste contexto, esta etapa do trabalho foi realizada com objetivo de avaliar a
distribui¢ao de niquel e cromo (VI) em R. communis e avaliar as concentragdes fitotoxicas

destes metais para a espécie.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e germinacdo das sementes

As sementes de Ricinus communis foram coletadas de aproximadamente 30 plantas
de uma populacdo que cresce em area de deposito de cinza descrita no capitulo I. Apds a
colheita, foram expostas ao sol em casa de vegetacdo durante dois dias para facilitar a
deiscéncia das cocas. As sementes foram selecionadas visualmente pelo tamanho para
promover maior homogeneizagdo da amostras, e posteriormente lavadas em agua corrente
em agua destilada para a retirada de possiveis residuos de cinza de carvao aderido a
superficie. As sementes foram desinfectadas com etanol 70% (I1min) e hipoclorito de sodio
20% (15 min) e lavadas com agua destilada. Para a germinacao foram utilizados frascos de
30 ml contendo areia, em cAmara de germinagdo com temperatura de 25 + 4 °C e
fotoperiodo de 12:12 horas luz/escuro. Apds a germinagdo, os frascos foram transferidos

para casa de vegetagdo durante oito dias para a adaptacdo das plantulas. Posteriormente as
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plantulas foram retiradas da areia, lavadas em agua destilada e transferidas para frascos

contendo 1 litro de solugdo nutritiva.

Cultivo em solucéo nutritiva

As plantas foram mantidas por duas semanas em solu¢do nutritiva sem adi¢do de
niquel (Ni) ou cromo hexavalente (Cr VI) para adaptacdo das plantas em solugdo. Os
metais foram separadamente adicionados na forma de Ni(NOs3),.6H,0 e Na,CrO4. 6H,0,
(PA Merk, Alemanha) na seguinte solucao nutritiva de Hoagland modificada: Cu 0,5 uM;
Mo 0,5 uM; C1 50 uM; B 25 uM; Zn 2 uM; Fe 1,6 uM; Mn 2 uM; N 16 mM; K 6 mM; Ca
4 mM; P2mM; S 1 mM e Mg 1 mM. As plantas com 21 dias de idade foram expostas aos

seguintes tratamentos (Tabela 1):

Tabela 1. Concentragdo e fontes de metais pesados utilizados no experimento.

Tratamentos Concentragao Fonte
uM mg I

Controle - - -

Ni*? 30 60 120 1,75 3,50 7,00 Ni(NO3),

Cr*® 10 30 90 0,52 1,56 4,7 Na,CrOq4

As concentragdes de niquel foram utilizadas com base em teste preliminares onde
concentragdes maiores foram testadas, sendo que as plantas apresentaram severos efeitos
toxicos. As concentragoes de cromo utilizadas foram com base em trabalhos da literatura
que utilizaram plantas ndo hiperacumuladoras. A solucdo foi calibrada para pH 5 com
adicao de KOH ou HCI, substituida a cada quatro dias e mantida constantemente aerada
com auxilio de compressor de ar. O pH da solugdo foi ajustado para 5 porque neste pH a
solubilidade do Cr'® ¢ elevada (Kabata-Pendias, 2000). Apos 12 dias de exposigdo, periodo
que foi evidenciado severos efeitos toxicos nas plantas expostas a 120 uM, as plantas
foram colhidas, separadas em raiz e parte aérea e lavadas cinco vezes em agua destilada e
secas em estufa (60 °C durante 72 horas) para a determinacdo da massa seca e da
concentragdo de cromo e niquel.

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado com 10
repeti¢des por tratamento, sendo cada planta considerada uma repeti¢do totalizando 70

plantas.
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Andlises

(a)-Taxa de crescimento relativo

Segundo Kohl & Losch (2004), a produgao de massa seca, bem como a taxa de
crescimento relativo sdo variaveis facilmente mensuraveis e sdo amplamente usadas para
monitorar o efeito dos metais pesados em plantas. A taxa de crescimento relativo em altura
(TCRa) foi obtida pela altura das plantas, medindo-se a distancia entre o primeiro e ultimo
n6 do caule. A TCRa foi calculada adaptando-se a equacao de Blackman (Beandle,1985),

descrita a seguir

TCRa= (In a2 - In al)/(t2-t1)
Onde = al ¢ a altura inicial; a2 ¢ a altura final; t1 € o tempo inicial e t2 ¢ o tempo final

(dias).

(b)-Medidas da fluorescéncia da clorofila a

Diferentes métodos sdo utilizados para avaliar a toxidez dos metais nas plantas. O
conhecimento de que o aparato fotossintético ¢ um dos locais mais afetados pelos metais
pesados (Cljisters H, Assche, 1985; Kiipper et al., 2005; Kiipper et al., 2006) tem levado ao
uso de métodos ndo invasivos, como a fluorescéncia da clorofila a, para o monitoramento
do efeito dos metais nas plantas. Por outro lado, este método também permite avaliar qual
a acdo do metal no aparato fotossintético (Joshi & Mohanty, 2004).

A fluorescéncia da clorofila a ¢ um método eficiente para avaliar o estado
fotossintético das plantas e ¢ baseada no conhecimento que quando moléculas de clorofila
absorvem a energia luminosa elas alteram temporariamente as suas configuragdes
eletronicas, passando do estado basal para o estado excitado (nivel de energia mais alto),
denominado de singlet 1. Este estado excitado ¢ muito instavel e de vida muito curta (= 10°
%S). Desta maneira, estes pigmentos fotossintéticos, apds receberem energia dos fotons
dissipam esta energia proveniente da luz por meio de trés vias, as quais sdo competidoras
entre si:

(i)-Dissipagao fotoquimica: ¢ a utilizagdo da energia luminosa para o0s processo
fotoquimicos da fotossintese, onde os elétrons provenientes da molécula de agua sao

doados para um aceptor denominado NADP. Este processo ¢ a base para a formagdo do
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poder redutor e da molécula de ATP, os quais serdo utilizados na fase bioquimica do
processo fotossintético. Essa dissipacdo de energia ¢é representada pelo quenching
fotoquimico (qP).

(i1)- Fluorescéncia: emissdo de radiagdo na regido do visivel (vermelho e vermelho
distante); e

(iii)- Dissipacdo ndo-fotoquimica: ¢ a producdo de calor na forma de radiagdo
infravermelha. Essa energia ¢ representada pelo quenching nao-fotoquimico (qNP).

Sendo assim, altera¢des na fluorescéncia indicam alteragdes no processo fotossintético.

As medidas de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas em condigdes de luz ¢
temperatura ambiente, utilizando-se fluorometro modulado (Hansatech-FMS2, Inglaterra),
apos 4 e 12 dias de exposicao aos tratamentos. Foram utilizadas 10 plantas por tratamento,
sendo cada planta considerada uma repeticdo. O método adotado foi de pulso de saturagdo
(Schreiber et al., 1994) (Figura 1). Apods a adapta¢ao da folha por 30 min no escuro uma
luz de baixa intensidade (>1umol m™ s™) foi aplicada para a determinacéo da fluorescéncia
basal (Fo), que ¢ a fluorescéncia obtida quando todos os receptores primarios do
fotossistema II estdo oxidados. Nessa condigdo todos os centros de reagdo estao abertos
para a conversdo de energia. Fo ¢ um parametro importante porque caracteriza a perda da
energia de excitacdo antes de qualquer reagdao fotoquimica (Laisk & Oja, 1998). Apos as
medidas de Fo, um pulso de luz saturante (8000 pmol m™ s™) foi aplicado para a
determinagdo da fluorescéncia maxima (Fm), a qual representa a fluorescéncia produzida
quando todos os centros de reacdo do fotossistema II estdo fechados. Os centros sao
fechados porque os elétrons, os quais foram doados por separacdo de cargas anteriormente
ainda ocupam os orbitais do aceptor primario Qa (quinona). Um centro de reagdo fechado
ndo pode absorver a energia de excitagdo e ela continua em ressonancia na antena até ela
ser dissipada termalmente ou emitida como fluorescéncia (Laisk & Oja, 1998). A partir
destas variaveis foram calculados os valores de fluorescéncia variavel [(Fv)= (Fm- Fo)] e
da eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm). O parametro Fv/Fm tem sido
amplamente utilizado para detectar perturbacdes no aparato fotossintético induzido por
estresses. Segundo Bjorkman & Demming (1987) valores de Fv/Fm proximos a 0,83 sao
considerados 6timos. Redugcdes em Fv/Fm podem indicar o fenomeno de fotoinibicao

(Maxwell & Johnson, 2000).
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Folha adaptada ao escuro folha adaptada a luz
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Figura 1. Curva tipica de fluorescéncia da clorofila. Apds adaptagdo da folha no escuro
uma luz fraca ¢ ligada e a fluorescéncia basal (Fo) ¢ determinada. Na seqiiéncia um pulso
de luz saturante ¢ dado e determina-se o valor da fluorescéncia méxima (Fm). A diferenca
entre Fo e Fm ¢ a fluorescéncia variavel. Aplicando-se uma luz fotossinteticamente ativa
(luz actinica) e novamente um pulso de luz saturante é possivel determinar o quenching
fotoquimico e nao fotoquimico a partir das variaveis: Fm’(fluorescéncia méxima na luz),
Fo’ (fluorescéncia basal na luz) e Ft (fluorescéncia no estado de equilibrio). (Modificado
de Maxwell & Johnson, 2000).

(c)-Conteudo de Clorofila

Apods as medidas de fluorescéncia da clorofila a, discos foliares foram retirados
para determinacao do contetido de clorofila a e b, das mesmas folhas usadas para as
medidas de fluorescéncia. A extracdo foi realizada em etanol 100% (Knudson et al., 1977),
e a leitura das absorbtancias em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 649 e 665
nanometros. Apos a extragdo, os discos foliares foram secos em estufa para a determinacao
da massa seca. A concentracao de clorofila foi calculada de acordo com as equagdes de

Wintermann & De Mots (1965). Os resultados foram expressos em mg g de massa seca.
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(d)-Determinagao da concentracao de metais pesados

Aproximadamente 0,5 g de material seco foi digerido em 5 ml de HNO; e 3 ml de
agua tridestilada em sistema fechado a 200 °C durante 1 hora. Ao material digerido foi
adicionada agua tridestilada para completar 50 ml. As concentra¢des de Cr e Ni foram
determinadas por espectrofotdometro de absor¢do atdmica em forno de grafite (Perkin
Elmer- SIMAA 600, Alemanha) e em chama com ar de acetileno, respectivamente. Foram
utilizadas quatro plantas por tratamento, aleatoriamente selecionadas, sendo cada planta
considerada uma repeti¢ao, exceto para o tratamento Ni-120 uM, que, devido a quantidade
de material insuficiente, foi necessario fazer uma amostra composta por duas plantas. Para
o cromo, foi verificada grande variagdo na concentracdo, possivelmente devido aos baixos
teores. Assim, para melhor avaliagdo, foi determinada a concentragdo em mais trés
amostras, totalizando assim, sete repetigdes. Todo o procedimento foi realizado no

laboratdrio de absor¢ao atomica do Centro de Ecologia-UFRGS.
(e)-Indice de transporte e potencial de acimulo
Para avaliar a capacidade de transporte de niquel e cromo da mamona para a parte

aérea, foi calculado o indice de transporte (IT), segundo a equacdo de Abichequer e

Bohnen (1998):

IT = (concentracao de metal na parte aérea)

(concentracao total do metal na planta)

Para o célculo da concentragdao absoluta de metal na planta foi utilizada a massa
seca das plantas correspondentes as amostras utilizadas para a quantificacdo dos metais

pesados.

Andlise dos dados

Os resultados foram expressos como médias das variaveis dependentes seguidas do

erro padrao da média (+ erro padrdo). Os dados foram submetidos a anélise de variancia e
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compara¢do de médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando programa

Statistic (Lewick, 2007).

RESULTADOS

Sintomas de toxidez e o efeito de niquel e de cromo (VI) na taxa de crescimento

A resposta de R. communis foi diferente com relagdo ao metal Ni ou Cr presentes
na solu¢do nutritiva. Nas concentragdes utilizadas, o niquel promoveu maior redu¢do do
crescimento do que o cromo. Plantas expostas a Ni-60 e 120 pM apresentaram intensa
clorose internerval que aumentou progressivamente, ocupando toda a lamina foliar.
Manchas necroticas foram restritas as plantas tratadas com 120 uM de niquel e foram
visiveis a partir de oito dias de tratamento (Figura 2). Nesse tratamento as folhas mais
velhas foram progressivamente secando, resultando em abscisdo precoce das mesmas.
Diferentemente dos tratamentos com niquel, as plantas tratadas com cromo nao
apresentaram sintomas visuais de toxidez nas folhas. No entanto, foi observada redugdo na

altura das plantas (Figura 2).
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Cantrode

Figura 2. Sintomas visuais de toxidez em plantas de R. communis apds 12 dias de

exposicdo a diferentes concentracdes de niquel (II) ou cromo (VI).

Sintomas de toxidez foram evidentes no sistema radical das plantas expostas a Ni-
120 uM. Embora ndo tenham sido realizadas medidas de crescimento das raizes, foi
possivel observar que nessa concentragdo o sistema radical apresentou menor crescimento
e a emissdo das raizes laterais foi inibida (Figura 3). Nas plantas expostas a cromo nao

foram observados sintomas visuais de toxidez nas raizes (Figura 3).
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Controle

Figura 3. Efeitos de cromo (VI) ou niquel (II) em raizes de R. communis ap6s 12 dias de

cultivo em solu¢ao nutritiva.

Os efeitos negativos do niquel na mamona foram também verificados através da
reducdo significativa da taxa relativa de crescimento para as plantas expostas a Ni-60 e 120
uM (Figura 4). As plantas expostas a Ni-20 uM apresentaram uma taxa de crescimento
63,8 e 78,5% menor que a observada para as plantas controle, aos 8 e 12 dias,
respectivamente. Para as plantas expostas a cromo, a TRCa foi significativamente menor
(25,5%) nas plantas expostas a Cr-90 uM em relagdo ao controle, aos oito dias de
exposi¢do. Aos 12 dias, as plantas expostas a Cr-90 uM apresentaram taxa de crescimento

relativo 21,4 % menor que a TCRa do tratamento controle (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de crescimento relativo em altura de plantas de R. communis cultivadas em
solucdao nutritiva com da adicdo de diferentes concentragdes de niquel ou cromo (VI).
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de significancia. Barras = (desvio padrao da média), n= 10.
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Efeitos de niquel e de cromo (VI) na producdo de massa seca

Os sintomas de toxidez visualizados nas plantas expostas a niquel foram
acompanhados por decréscimos significativos da massa seca nos tratamentos com 60 e 120
uM de niquel (Tabela 2). Comparada ao controle, a massa seca total (raiz + parte aérea)
das plantas expostas a niquel 30, 60 e 120 uM diminuiu 18, 58 e 81%, respectivamente. A
razdo raiz/parte aérea aumentou com o acréscimo de niquel na solugdo, indicando que o
niquel promoveu maior dano na produgdo de massa seca da parte aérea (Tabela 2). Na
concentragdo de Ni-120 uM a massa seca das raizes reduziu 70% em relagdo ao controle

enquanto a massa seca da parte aérea reduziu 86 %.

Tabela 2. Massa seca de R. communis apés 12 dias de exposi¢do em diferentes

concentragdes de niquel. Parte aérea (caule + folhas); total (raiz + parte aérea) e razao

raiz/parte aérea (R/PA).
Ni*? na solucdo Raiz Parte aérea Total R/PA
nutritiva (LM)
massa seca (g)
0 0,72 (+0,10) a 1,72 (0,30) a 2,44 (£0,39)a 0,44 (x0,01) a
30 0,72 (£0,71) a 1,27 (£0,10) a 1,99 (0,13)a 0,58 (£0,02) a
60 0,35 (0,03) b 0,68 (+0,06) b 1,03 (£0,09)b 0,52 (+0,01) a
120 0,22 (+0,02) b 0,25 (£0,04) b 0,46 (+0,06) b 1,28 (+0,10) b

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (& erro padrdo da média), n= 10.

A massa seca das plantas expostas a cromo nao foi estatisticamente diferente da
massa seca das plantas mantidas no controle, embora em média, as plantas expostas a

cromo tiveram menor producdo de matéria seca (Tabela 3).
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Tabela 3. Massa seca de R. communis apdés 12 dias de exposi¢do em diferentes

concentragdes de cromo (VI). Parte aérea (caule + folhas); total (raiz + parte aérea) e razao

raiz/parte aérea (R/PA).
Cr*® na solugéo Raiz Parte aérea Total R/PA
nutritiva (LM)
massa seca (g)

0 0,72 (+0,10)a 1,72 (+0,30) a 2,44 (£0,39) a 0,44 (£0,01) a
10 0,78 (x0,07)a 1,52 (0,15)a 2,30 (£0,22) a 0,52 (0,01) a
30 0,64 (x0,07)a 1,16 (£0,10) a 1,80 (0,12) a 0,73 (0,07) a
90 0,57 (£0,07)a 1,07 (£0,20) a 1,64 (+0,26) a 0,60 (+0,03) a

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (+ erro padrao da média) n= 10.

Concentracao e distribuicdo de niquel e cromo nas plantas

O aumento na concentragdo de niquel e cromo na solugdo nutritiva levou ao
aumento das concentragdes destes elementos nas plantas. As plantas expostas a niquel
tiveram maior concentragdo desse metal nas raizes em comparagdo com a parte aérea
(Figura 5). Do mesmo modo, as maiores concentracdes de cromo foram observadas nas
raizes em relagdo a parte aérea (Figura 5). Em termos de quantidade absoluta, nas plantas
expostas a Ni-30 uM foi verificado em média 651,7 pug de niquel para as raizes e 100,8 ug
de niquel a parte aérea. Enquanto que para as plantas expostas a Ni-60 ¢ 120 uM esta
quantidade foi menor, 393,1 e 274,9 ng de niquel para as raizes e 75,5 e 70,2 pg de niquel
para a parte aérea, respectivamente. Isto ocorreu em fun¢do da reducdo significativa da
massa nesses dois ultimos tratamentos. As quantidades absolutas de cromo foram baixas
em todos os tratamentos. A maior quantidade absoluta de cromo foi verificada para as
plantas expostas a Cr-90 uM. Neste tratamento, a quantidade absoluta de cromo nas raizes

foi 120,5 pg e 0,60 pg nas folhas.
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Figura 5. Concentrag¢des de niquel e cromo na parte aérea e raiz de R. communis apds 12
dias de cultivo em solucdo nutritiva com adi¢do de niquel ou cromo (VI). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Barras= erro padrao da média, ns= nao significativo; Nd= ndo detectado.

Embora, para ambos os metais tenham sido verificadas maiores concentragdes na
raiz em relagdo a parte aérea, o indice de transporte (IT) mostra que o transporte de niquel
¢ superior ao do cromo (Figura 6). Observou-se que para o niquel o transporte aumenta
significativamente com o aumento da concentracdo do metal na solu¢do. Porém, para o
cromo o inverso ocorre, sendo que o maior indice foi observado nas plantas expostas a Cr-

10 uM (Figura 6).
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Figura 6. Indice de transporte de niquel e cromo de plantas de R. communis cultivadas em

solugdo nutritiva com diferentes concentra¢des de niquel ou cromo (VI). Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Barras (desvio padrao da média).

A concentracdo de niquel na parte aérea mostrou uma relagdo linear com a

concentragdo de niquel em solu¢do (Figura 7), o que esta de acordo com o aumento de IT

observado. Diferentemente, a relacdo entre a concentracao de cromo (VI) em solugdo e a

concentragdo de cromo na parte aérea da mamona mostrou baixa correlagdo (Figura 7). O

valor do coeficiente angular da equagdo da curva de regressdo linear foi de 0,00038

mostrando que os valores sdo praticamente constantes no intervalo estudado.

300

'@ 250

parte aérea (g
[~ [ N
o n o
o o o

50

concentracdo de niquel na

Niguel

y =1,823x +11,713
R? =0,8666

30 60 90 120
concentracgdo de niquel em solugéo
(uM)

parte aérea(ug g™

concentragcdo de cromo na

0384 Cromo
0,7 |
0,6 * $

ll . <®
0,5 |
0,4 1 ¢

.
0,3 |
0.2 1 y =0,0038x + 0,1626
R2 =0,4388

014 ¢

ol ¢ ‘ ‘ ‘ ‘

0 30 60 90 120

concentracdo de cromo(VI) em solugéo

(uM)

Figura 7. Relagdo entre a concentragdo de niquel em solugao e a concentra¢do de niquel na

parte aérea.
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Embora a concentracdo de niquel na parte area tenha sido menor que a

concentragdo nas raizes, a parte aérea sofreu maiores perdas de massa seca. A parte aérea

mostrou ser mais sensivel ao niquel que as raizes. Observa-se na Figura 8 que a parte aérea

mostrou uma redug¢do exponencial da massa seca com o aumento da concentragdo de

niquel nesta parte da planta. Por outro lado, a massa seca das raizes tende a diminuir

linearmente com o aumento da concentracdo de niquel no sistema radical (Figura 8).
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Figura 8. Reducdo da massa seca de raiz e parte aérea de plantas de R. communis em

funcdo da concentrag¢ao de niquel em cada parte da planta.

Para as concentragcoes de cromo estudadas, ndo foram observadas relacdes entre a

producdo da matéria seca e a concentracao deste metal em cada uma das partes das plantas

(Figura 9).
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Figura 9. Relagdo entre a concentragdo de cromo (VI) em solugdo e a concentragdo de

cromo na parte aérea de plantas de R. communis.

Influéncia dos metais no teor de clorofila

Nas concentracdes testadas o niquel causou maior reducio dos teores de clorofila
do que o cromo. Os teores de clorofila a e b nas plantas expostas a niquel foram
significativamente menores do que as concentragcdes das plantas controle, aos quatro e
doze dias (Tabela 4). Aos quatro dias de tratamento, o teor de clorofila a das plantas
expostas a Ni-30, 60 e 120 uM reduziu em média 44, 52 e 54% em relacdo ao controle,
respectivamente. A concentragdo da clorofila b, também foi afetada pelo niquel com
decréscimos significativos em relagdo ao controle (Tabela 4). Aos quatro dias, a
concentragdo de clorofila b, das plantas expostas a Ni-30, 60 e 120 uM, foi em média 42,
52 e 40% menor que a concentracdo das planta controle, respectivamente. Apos dozes dias,
as plantas expostas a 30, 60 ¢ 120 uM tiveram reducao de 35, 68 e 71 % da clorofila a e de
36, 71 e 68 % da clorofila b, respectivamente.

A concentracdo total de clorofila (a + b) das plantas expostas a niquel diminuiu
significativamente em relagdo ao controle (Tabela 4). Porém, a razdo de clorofila a/b ndo
mostrou diferengas significativas em relagdo ao controle até quatro dias de exposicao
(Tabela 4). Isto mostra que até quatro dias de exposi¢do o niquel ndo interferiu na
propor¢ao das clorofilas, mas somente na quantidade das mesmas. J& aos doze dias foram
verificadas reducdes significativas da razdo a/b nas plantas expostas a Ni-120 uM (Tabela

4).
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Tabela 4. Teores de clorofila a e b em folhas de R. communis expostas a diferentes

concentragdes de niquel.

Concentracdo de Ni na
solugdo (uM)

Concentragio de clorofila (mg g™)

4 dias

30

60

120

12 dias

0

30

60

120

atb

a/b

13,08 (£0,23) a
7,38 (£0,46) b
6,30 (£0,14) b

6,04 (£0,12) b

11,99 (£0,22) a
7,76 (20,12) b
3,80 (£0,25) ¢

3,49 (£0,53) ¢

5,10 (20,16) a
2,97 (£0,02) b
2,42 (+0,08) b

3,06 (£0,22) b

3,95 (£0,12) a
2,53 (£0,05) b
1,14 (£0,10) ¢

1,26 (+0,19) ¢

18,18 (+0,39) a
10,35 (£0,64) b
8,72 (+0,16) b

9,11 (£0,29) b

15,94 (+0,33) a
10,29 (+0,17) b
4,94 (£0,35) ¢

4,75 (£0,72) ¢

2,58 (£0,04) a
2,51 (£0,04) a
2,63 (0,10) a

2,21 (£0,12) a

3,06 (£0,06) a
3,08 (20,03) a
3,41 (20,09) a

2,82 (£0,03) b

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. (+ erro padrao da média) n= 5.

Nas plantas expostas ao cromo, os teores de clorofila a e b sofreram menores

reducdes que as observadas para as plantas expostas a niquel. Aos quatro dias o teor de

clorofila a das plantas expostas a Cr-10, 30 e 90 uM tinha reduzido 5, 6 e 6%, em relagdo

ao controle, respectivamente (Tabela 5). A concentragdo de clorofila b também sofreu

pequena reducdo em fun¢do da presenga de cromo na solucdo. Porém, tanto aos quatro

quanto aos doze dias ndo foram observadas diferengas significativas dos teores de clorofila

das plantas expostas a cromo em relagao ao controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Teores de clorofila a e b em folhas de R. communis expostas a diferentes

concentragdes de cromo (VI).

6

Concentragdo de Cr Concentragio de clorofila (mg g™)

na solugdo (UM)
a b atb a/b

4 dias
0 13,08 (£0,23) a 5,10 (£0,16) a 18,18 (£0,39) a 2,58 (£0,04) a
10 12,40 (0,37) a 4,49 (+0,11) a 16,90 (+0,47) a 2,76 (+0,06) a
30 12,27 (+0,49) a 4,52 (£0,23) a 16,79 (0,72) a 2,74 (+0,04) a
90 12,27 (+0,37) a 5,02 (£0,20) a 17,29 (+0,58) a 2,46 (£0,03) a

12 dias
0 11,99 (£0,22) 3,95 (£0,12) a 15,94 (0,33) a 3,06 (+0,06) a
10 10,66 (£0,65) 3,74 (£027)a 14,40 (20,92) a 2,88 (£0,04) a
30 9,95 (£0,21) 3,35 (£0,05) a 13,29 (+£0,26) a 2,97 (£0,01) a
90 9,27 (£0,70) 3,15(x0,23) a 12,42 (£0,92) a 2,94 (+£0,02) a

Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferencas significativas entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 ou 10% de probabilidade. (+ erro padrdo da média) n=5.

Fluorescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a apresentaram diferengas
significativas entre as plantas expostas a niquel e as plantas mantidas no controle. Aos
quatro dias, a fluorescéncia basal (Fo) das plantas expostas a Ni-120 puM foi
significativamente maior do que das plantas controle (Figura 10). Sendo Fo a fluorescéncia
produzida independente de qualquer reagdo fotoquimica (Maxwell & Johnson 2000), o
aumento no valor dessa variavel indica destrui¢do do centro de reacdo do fotossistema II
(FSII) ou diminuicao da capacidade de transferéncia de energia de excitagao da antena para
o centro de reagao do fotossistema.

Aos 4 dias também observou-se tendéncia de reducdo da fluorescéncia maxima

(Fm) em fungdo do acréscimo de Ni na solugdo. Essa reducdo em Fm e o aumento em Fo
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tendem a diminuir a fluorescéncia variavel (Fv). Entretanto, até quatro dias ndo foram
observadas reducdes significativas para esta variavel (Figura 10). Aos 12 dias, Fo das
plantas expostas a Ni-30 e 60 uM foi significativamente menor que o controle, enquanto
que para Ni-120 uM Fo manteve-se semelhante ao controle (Figura 10). Nesse periodo
foram observados decréscimos significativos de Fm em todos os tratamentos de niquel em
relacdo ao controle. Também se observou decréscimos significativos de Fv nas plantas
expostas a Ni-60 e 120 uM, em relagdo ao controle (Figura 10).

As plantas expostas ao cromo nao apresentaram variagdes significativas para as
variaveis Fo, Fm e Fv durante o periodo de avaliacdo (Figura 10). Aos doze dias observou-
se somente uma leve tendéncia de diminuicao de Fv como resultado do decréscimo em Fm

(Figura 10).
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Figura 10. Parametros da fluorescéncia da clorofila a de plantas de R. communis expostas
a diferentes concentracdes de niquel ou cromo (VI). Fo (fluorescéncia basal); Fm
(fluorescéncia maxima) e Fv (fluorescéncia varidvel= Fm-Fo). Valores seguidos pela
mesma letra, para cada variavel, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade Barras = (erro padrdao da média), n=10.
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Nas concentracdes estudadas, o niquel interferiu na eficiéncia quantica maxima do

FSII, especialmente aos quatro dias (Figura 11). Isto pode ser analisado pela redugdo da

razdo (Fv/Fm) das plantas expostas ao niquel, especialmente nas concentragdes de 90 e 120

uM. O aumento da concentracdo de niquel na solu¢ao também levou a redugdo em Fv/Fm

aos 12 dias, entretanto, com menor amplitude que a observada aos quatro dias (Figura 11).

As plantas expostas a cromo (VI) ndo sofreram redugdes significativas dos valores de

Fv/Fm, em relacdo ao controle, em ambos os periodos de andlise, quatro e doze dias

(Figura 11).
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Figura 11. Eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) de plantas de R. communis expostas a

diferentes concentracdes de niquel ou cromo. Valores seguidos pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade Barras= (erro padrao

da média), n= 10, * n= 5.
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DISCUSSAO

Respostas de R. communis ao niquel

Embora o niquel seja um micronutriente essencial para as plantas, em
concentragdes elevadas ele pode causar inumeros danos as plantas, como foi observado
neste experimento. As concentragdes de 60 ¢ 120 uM mostraram-se toxicas a R. communis,
causando reducdo superior a 50%, da massa seca das plantas (Tabela 2). A concentragdo de
niquel que leva a redugdes significativas da biomassa ¢ variavel entre as espécies. Paiva et
al. (2001) observaram reducao de 48% da massa seca total (raiz + parte aérea) de plantas
de aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All.) expostas a 42,5 uM de niquel ap6s 40 dias
de cultivo. Em Thlaspi arvense, uma espécie nao hiperacumuladora, a concentragao de 10
uM de niquel causou uma reducdo de 40 % na massa seca das plantas apos sete dias de
exposicao (Krimer et al., 1997). O aumento da razdo massa seca R/PA (Tabela 2) nas
planta expostas a niquel mostrou que a parte aérea sofreu maior reducdo de massa seca em
relacdo a raiz. Dados semelhantes foram observados por Ahmand et al. (2007). Em duas
cultivares de Vigna radiata (L) Wilczek, a massa seca da parte aérea sofreu maior redugao
do que a massa das raizes quando as plantas foram expostas a concentragdes variando entre
95 e 152 uM de sulfato de niquel. A reducdo na producdo de massa seca possivelmente ¢
resultado dos inumeros efeitos diretos e indiretos do niquel que levam a alteragdes da
estrutura ¢ metabolismo celular, levando a planta a perder sua capacidade oOtima de
crescimento.

As raizes foram severamente afetadas pelo niquel, especialmente nas plantas
expostas a 120 puM. Foi possivel observar que nesta concentracdo o niquel inibiu
severamente a emissdo de raizes laterais e reduziu o crescimento das raizes ja formadas. A
inibicao do crescimento das raizes pelo Ni também foi verificada em outros trabalhos. Em
milho (Zea mays L.), depois de sete dias de exposi¢do a 15, 20, 25 e 35 uM de niquel, a
emissdo de raizes laterais foi completamente inibida (Seregin et al., 2003). Segundo os
autores, o niquel ndo afeta o crescimento das células, mas sim a divisdo celular. Entretanto,
Demchenko et al. (2005) observaram em plantulas de trigo (Triticum aestivum) que, em
concentragdes elevadas de niquel (100 pM), ambas, divisdo e expansdo celular, sdo
inibidas, levando a reduc¢do do crescimento das raizes. Gonnelli et al. (2001) também
verificaram um decréscimo de 15% do crescimento radical em tipo sensivel de Silene

paradoxa exposta a 2,5 uM de Ni. Possivelmente, a inibi¢do da emissdo das raizes laterais
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nas plantas de mamona expostas a 120 uM de niquel esteja associada com a localizagao do
niquel nas células do periciclo, como observado por (Seregin et al., 2003). Os autores
verificaram que a elevada concentracdo de niquel nas células do periciclo inibe a divisdo
celular deste tecido e, conseqiientemente, inibe a formacdo de raizes laterais, ja que o
periciclo € o tecido de origem destas raizes.

A concentragdo de 60 uM de niquel causou reducdes na massa seca das raizes, mas
a emissdo de raizes laterais parece ndo ter sido afetada. Nesta concentragdo o niquel parece
ter causado somente reducdo do crescimento. E possivel que neste tratamento a
concentragdo de niquel no periciclo ndo tenha sido suficiente para causar inibi¢do das
divisdes celulares, porém tenha afetado o crescimento das células da regido meristematica
das raizes ja formadas. O efeito do niquel na inibi¢do da divisdo celular na regido
meristematica tem sido observado em outros trabalhos (Demchenko et al., 2005;
Kozhevnikova et al., 2007).

O efeito toxico do niquel nas raizes pode ter contribuido para os danos observados
na parte aérea. A clorose observada em ambos os tratamentos, 60 e 120 uM, e a necrose
restrita & concentragdo mais elevada (Figura 2), podem ser resultado de acdo indireta do
niquel na planta. Indiretamente, a clorose e mais severamente a necrose podem ser
resultado da interferéncia do niquel na absor¢ao e transporte de outros nutrientes
essenciais, como ferro e cobre, levando a deficiéncia destes elementos (Foy 1978; Ewais,
1997; Miller & Cumming, 2000; Prasad et al., 2005). Por outro lado, os sintomas
observados nas folhas podem ser resultado da acdo direta do niquel na inibigdo de enzimas
da rota biossintética da clorofila dentre elas ALA sintase, ALA deidratase, como mostrado
em Hordeum vulgare por Shalygo e colaboradores (1999). Além disso, o niquel pode
induzir a sintese da enzima clorofilase, envolvida na degrada¢do da clorofila como
observado em algas (Abel-Basset et al., 1995).

No presente experimento, embora ndo se possa afirmar qual o tipo de agao
predominante do niquel na mamona, se direta e/ou indireta, acredita-se que em func¢do do
transporte do niquel para a parte aérea o niquel tenha causado danos diretos nas folhas. A
reducdo do contetido de clorofila nas plantas expostas, especialmente, a 60 ¢ 120 uM deve
estar associada ao efeito do niquel na sintese da clorofila e na degradacao da mesma, pois a
clorose foi verificada tanto nas folhas jovens quanto nas folhas velhas. Com o aumento do
periodo de exposicdo, a redugdo na razao da clorofila a/b mostrou que a clorofila a foi mais
sensivel ao efeito do niquel em mamona do que a clorofila b. Estes dados estdo de acordo

com os observados por Panda & Shaney (2002). Porém, Gajewska et al. (2006) observaram
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que em plantas Triticum aestivum expostas a 200 uM de niquel a clorofila b foi mais
sensivel aos efeitos deletérios do niquel. Isto mostra que os efeitos do niquel podem variar
entre as espécies.

A elevada sensibilidade do aparato fotossintético ao excesso de niquel pode ser um
dos fatores que mais contribuiram para a maior redu¢do da massa seca da parte aérea.
Segundo Kiipper & Kroneck (2007), a fotossintese ¢ um dos processos mais sensiveis ao
efeito toxico dos metais pesados. As analises de fluorescéncia da clorofila a mostraram que
o niquel interferiu negativamente no processo fotossintético das plantas de mamona e os
danos possivelmente foram maiores no fotossistema II. O aumento na fluorescéncia
minima (Fo), especialmente ap6s 4 dias de exposicao, sugere que o niquel causou danos no
centro de reacdo do fotossistema II e/ou diminuicdo da capacidade de transferéncia de
energia de excitacdo da antena para o centro de reacdo do fotossistema II. Segundo Bolhar-
Nordenkampf et al. (1989), o aumento em Fo pode indicar alteracdes estruturais nos
pigmentos fotossintéticos que levam a perda da capacidade de transferéncia de energia,
resultando no aumento de Fo. A reducdo da concentracdo de clorofila observada nas
plantas expostas a niquel refor¢a a idéia que o processo de transferéncia de energia na
fotossistema II pode ter sido comprometido. O aumento de Fo também foi observado em
plantas expostas a outros metais pesados: aluminio (Moustakas et al., 1993; Konrad et al.,
2005), chumbo (Banaszak et al., 2001), cadmio (Krupa et al., 1992; Larsson et al., 1998).

Em trabalho in vitro com fragmentos de membrana do tilacoéide de espinafre
(Spinacia oleraceae L.) expostos a concentragdes de niquel entre 0,2 ¢ 1,6 mM (Boisvert et
al., 2007), nao foi relatada variagdo em Fo, mas sim na fluorescéncia maxima (Fm),
levando a reducao da fluorescéncia variavel (Fv). Em mamona, Fv também diminuiu em
funcao do aumento da concentragdo de niquel devido ao aumento de Fo. Embora Fm tenha
reduzido em fun¢do do aumento de niquel em solugdo, esta variavel ndo pode ser analisada
separadamente porque inimeros fatores podem causar variagdes nesta variavel (Baker &
Rosenqvist, 2004).

As concentragdes de 60 e 120 uM comprometeram a atividade fotoquimica das
plantas, ou seja, as plantas cultivadas nestes tratamentos tiveram menor eficiéncia na
conversao de energia de excitacdo para a energia quimica, indicado pela redugdo de
Fv/Fm, especialmente aos 4 dias. Nossos dados estdo de acordo com os dados obtidos in
vitro por Boisvert e colaboradores (2007). Estes autores também verificaram que o niquel
promoveu reducgdo da eficiéncia quantica maxima do FSII. Entretanto, em plantas de feijao

(Phaseolus vulgaris L.) expostas a concentragdes de 100, 200 ¢ 500 uM ndo foram
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verificadas variacoes em Fv/Fm (Krupa et al., 1993). As diferentes condi¢des
experimentais e a espécie estudada podem explicar estas diferengas. Aos 12 dias de
exposi¢do das plantas ao niquel, os valores de Fv/Fm tiveram menor redugdo que a
observada aos 4 dias. Isto possivelmente pode indicar certa aclimatagdo das plantas ao
estresse.

Além dos efeitos nos pigmentos, alteracdes estruturais nos cloroplastos podem ter
afetado todo o aparato fotossintético. Segundo Molas (1997), o niquel pode causar
mudangas estruturais nas membranas dos tilacoides. A integridade dessas membranas ¢
fundamental para o eficiente transporte de elétrons na fotossintese. Os danos nas
membranas dos tilacoides pode ser resultado da peroxidacao de lipideos causado pelo
aumento de radicais livres induzido pelo niquel (Pandolfi et al 1992). Este conjunto de
efeitos possivelmente levou a perda da capacidade de transferéncia de elétrons, causando a
reducdo da eficiéncia quantica (redug¢ao Fv/Fm).

O transporte de niquel para a parte aérea contribuiu de forma significativa para os
danos na mamona. O niquel ¢ usualmente transportado pelo xilema como complexo
organico, sendo movel na planta. Nas plantas hiperacumuladoras, a ligagdo do niquel com
o aminoacido histidina permite o transporte ¢ a hiperacumulagdo do niquel nas folhas
(Kramer et al.,, 1996). Em estudo com soja (Glycine max ), Cataldo et al. (1978)
observaram que, na senescéncia, mais de 70% do niquel presente na parte aérea foi
remobilizado para as sementes, mostrando a mobilidade do elemento. No presente
experimento, a maior concentragdo de niquel foi observada nas raizes, mas o transporte
aumentou com o aumento de niquel na solu¢ao. Segundo Baker (1981), uma razdo entre
concentragdo de metal na folha/ concentragdo de metal nas raizes menor que 1 indica
exclusao do metal das folhas, sugerindo que a espécie seja uma exclusora. Na mamona,
esta razdo foi inferior a 0,3 para todas as concentra¢des estudadas, o que levaria a
classificar a planta como exclusora. Entretanto, segundo o mesmo autor as plantas que
apresentam uma relacao linear entre, a concentracdo de metal na parte aérea e concentragao
no solo, sdo chamadas de plantas indicadoras. Desta forma, embora a mamona tenha
mostrado certa capacidade de exclusdo do niquel para a parte aérea, esta exclusdo nao foi
suficiente para restringir o aumento da concentracao de niquel na parte aérea e a planta se
comporta como planta indicadora de niquel como mostrou a Figura 7. A quantidade de
niquel transportado para a parte aérea, quando a mamona foi exposta a 60 e 120 uM,

atingiram niveis fitotoxicos causando severos danos ao desenvolvimento das plantas.
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A capacidade de absorcao e de acumulo de niquel varia com a espécie. Plantas de
arroz (Oriza sativa L.cv Bahia), cultivadas por 10 dias em solug@o nutritiva com adigdo de
500 pM de NiCl,, acumularam em média 49,54 pg g de Ni, sendo que deste total, 40,09
ng g'foi acumulado na parte aérea (Rubio et al., 1994). Para a maioria das espécies,
concentracdes na planta entre 10 ¢ 100 pg g na massa seca causam fitotoxidez (Kabata-
Pendias, 2000). Observa-se que para a mamona as concentragdes fitotoxicas ficaram bem
proximas a estes valores. As concentracdes foliares das plantas expostas a Ni- 60 e 120 uM
foram de 118,02 ¢ 231,5 pg g, respectivamente. Estas concentragdes foliares foram
suficientes para causar severos danos ao metabolismo da mamona e estdo abaixo das
concentracdes de 1000 e 38000 pg g de niquel na massa seca das folhas, encontradas em
espécies hiperacumuladoras de niquel: por exemplo, Alyssum bertolonii, (Brooks, 1998).

Desta forma, embora a mamona tenha apresentado elevada capacidade de acimulo,
a mesma nao pode ser considerada uma planta hiperacumuladora, sendo somente tolerante
a concentragdes proximas a 30 uM de niquel, nas quais a concentragdo foliar de niquel ¢
cerca de 68,5 pg g'. E importante salientar que, para ser considerada uma espécie
hiperacumuladora, a planta deve acumular metais em elevadas concentracdes na parte
aérea mesmo quando exposta a solos com baixas concentracdes do metal e ndo deve
apresentar sintomas de toxidez (Baker, 1981; Callahan et al., 2006). Por esta defini¢do, a
mamona ndo poderia ser considerada uma planta hiperacumuladora de chumbo como
proposto por Romeiro et al. (2006), ja& que as plantas cultivadas apresentaram elevada
concentragdo deste elemento na parte aérea, mas um decréscimo significativo da massa

s€ca.

Respostas da planta ao cromo

As concentragdes de cromo testadas ndo foram fitotdoxicas a mamona. Os sintomas
tipicos de toxidez de Cr, cloroses em folhas jovens e coloragdes vermelho-amaronzadas
(Kabata-Pendias & Pendias, 2000; Panda & Choundhury, 2005; Shanker et al., 2005) ndo
foram visualizados nas plantas expostas a Cr, durante os 12 dias de observagdo. Além
disso, a massa seca das plantas tratadas com cromo ndo diferiu das plantas mantidas no
controle. Dentre as variaveis analisadas, somente, a taxa de crescimento relativo em altura
mostrou que o cromo pode ter influenciado o desenvolvimento normal das plantas,

especialmente na maior concentracdo (90 puM). O efeito do Cr (VI) na redugdo no
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crescimento das plantas também foi verificado em inumeros outros trabalhos (Vajpayee et
al., 2001, Chatterjee & Chatterjee, 2000).

As maiores concentragdes de cromo foram observadas nas raizes das plantas de
mamona em comparagao com a parte aérea. A maior concentracdo de cromo nas raizes em
relagdo a parte aérea foram observadas em plantas aquaticas (Gupta et al., 1994; Vajpayee,
2000;), em milho (Sharma et al., 2003) e outras espécies (Zayed et al., 1998; Mei et al.,
2002; Han et al., 2004). A menor concentragdo de cromo na parte aérea em relagdo as
raizes foi provavelmente resultado da reducao do Cr (VI) para Cr (III) nas raizes, o qual
tem mobilidade reduzida das raizes para parte aérea. Segundo Zayed et al. (1998) o Cr (VI)
¢ ativamente absorvido via transportadores de sulfato e ¢ imediatamente reduzido pela
enzima redutase férrica. O Cr (III) forma complexos com grupos- COOH, restringindo o
transporte do metal da raiz para a parte aérea (Marschner 1995).

O indice de transferéncia (IT) de cromo para a parte aérea foi menor do que 0,05 ¢
diminuiram com o aumento de cromo em solu¢do. Estes valores sdo inferiores aos
observados em Brassica juncea, a qual é considerada uma espécie com baixo transporte de
cromo para as folhas (Han et al., 2004). Os valores de IT para B. juncea variaram de 0,2 a
0,8 e também diminuiram com o aumento de cromo em solucdo, indicando um possivel
mecanismo da planta para sobreviver em solos com elevadas concentragdes de cromo.

A capacidade de absor¢do e transporte de Cr (VI) difere muito entre as espécies,
mas de modo geral o transporte para a parte aérea ¢ restrito (Tabela 6). Nessa tabela os
dados de alguns trabalhos foram reunidos a fim de facilitar a visualizagdo e as
comparagdes. Observa-se que a mamona apresenta uma forte restrigdo de transporte de Cr
para a parte aérea. A razdo da concentracdo entre parte aérea e raiz da mamona foi similar
a de Helianthus annuus L., porém esta espécie ¢ capaz de acumular maior concentragdo de
cromo na raiz que a mamona. As concentracdes de cromo nas raizes da mamona foram
similares as concentracdes nas raizes de Zea mays L.; entretanto, nesta espécie a elevada

concentragdo de cromo transportada para as folhas causou danos severos as plantas.
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Tabela 6. Concentragdo de cromo em raiz ¢ parte aérea de diferentes espécies expostas a

cromo (VI).

Espécie Concentracao Concentragdo Concentragdo Razdo Tempo de Ref.
utilizada em nas raizes na folha exposicao
solugdo Cr " (PA/Ra)
(M) (nggh (nggh (dias)
50 129,6 18,8 0,145 16 Sharma
Zea mays L. et al.,
100 187,2 28,8 0,153 16 (2003)
Glycine max 40 700 27 0,039 14 Mei et
L al.,
(2002)
Helianthus 40 1800 6 0,003 14
annuus L.
Brassica 19,2 400 2 0,04 7 Zayed
oleraceae L. etal,
(1998)
Nymphea 10 279,1 147,9 12 Vajpyee
0,530
alba etal.,
(2000)
10 14,78 0,19 0,013 12
Ricinus neste
communis L. 30 93,58 0,43 0,005 12 trabalho
90 258,75 0,50 0,002 12

Assim, devido a baixa razdo entre a concentragdo de cromo na parte aérea e
concentragdo de cromo na raiz, a mamona pode ser classificada como exclusora de cromo,
segundo a classificacao de Baker, (1981). Observa-se na Figura 7 que a correlacdo entre
concentragdo de cromo na solugdo e concentragdo na parte aérea ndo ¢€ significante. Porém,
entende-se que este resultado deve ser visto com certa restricdo, ja que o numero de
concentragdes testadas e o intervalo entre elas foram relativamente pequenos.

As baixas concentragdes de cromo na planta ndo foram suficientes para causarem
disturbios significativos na concentracdo de clorofila e no aparato fotossintético, nao
resultando em alteracdes dos parametros da fluorescéncia da clorofila (Figuras 10 e 11).
Assim, as menores taxas de crescimento observadas nas plantas apds 12 dias de tratamento
possivelmente sejam resultado da agdo indireta do cromo nas plantas. O cromo, devido a
sua similaridade estrutural com alguns elementos essenciais, pode afetar a absorcdo e o

transporte desses elementos na planta. Em feijdo (Phaseolus vulgaris L.), o transporte de P,
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K, Zn e Fe, foi reduzido quando as plantas foram expostas a Cr'® (Barcel6 et al., 1985).
Chatterjee & Chatterjee (2000) também mostraram a redug@o do transporte de P, S, Mn, Zn
e Cu da raiz para a parte aérea em plantas de couve-flor expostas a 500 puM.
Possivelmente, a reducdo moderada do transporte destes elementos tenha sido a causa
principal da reducao do crescimento das plantas expostas a cromo, € nao a acao direta do
metal na parte aérea, ja que ndo foram observados sintomas tipicos de toxidez nas folhas e

nenhuma alteracdo das variaveis de fluorescéncia.

Estratégias de respostas R. communis a niquel e a cromo e a e as implicagdes do uso da espécie

na fitorremediacéo de solos contaminados.

Os diferentes indices de transporte observados para niquel e cromo deixam claro
que o niquel ¢ mais facilmente transportado para a parte aérea do que o cromo.
Concentragdes na parte aérea acima de 68pg g de niquel foram fitotoxicas para a mamona
e a mesma apresentou reducdes drasticas do crescimento. A mamona parece ter algum
mecanismo como, concentragdo de metal no vactolo das raizes, que restringe o transporte
de niquel para a parte aérea, entretanto, com o aumento da concentragdo ocorrem danos nas
raizes que elevam a perda da eficiéncia deste mecanismo e concentragdes fitotoxica de
niquel atingem a parte. Por outro lado, nas concentracdes estudadas, o cromo absorvido foi
praticamente todo retido nas raizes e os danos 8 mamona ndo foram drésticos, permitindo o
crescimento das plantas.

Comparativamente, a mamona se mostra uma espécie interessante para a
imobilizacdo de niquel nas raizes, somente em areas onde as concentracdes nao sejam
elevadas. Concentragdes elevadas de niquel no solo levardo possivelmente ao transporte de
quantidades toxicas de niquel para as folhas, interferindo no crescimento das plantas. Em
relacdo ao cromo nas concentragdes estudadas, a mamona mostrou ter capacidade de
restringir o transporte deste elemento para a parte aérea. Portanto, a espécie poderia
auxiliar nos processos de imobilizacdo deste metal em solos contaminados. Porém, sdo
necessarios estudos com concentragdes mais elevadas de cromo para avaliar de forma

definitiva o potencial de fitoestabilizador da mamona para este metal.
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CONCLUSAO

Nas concentracdes estudadas, a mamona apresenta maior concentracdo de niquel e
cromo nas raizes em relagdo a parte aérea. Porém, com o aumento da concentragdo de
niquel nas raizes, o crescimento radical ¢ afetado e possivelmente a capacidade de restricao
de transporte de niquel para a parte aérea ¢ perdida e a espécie mostra comportamento de
uma planta indicadora de niquel. Assim, o niquel foi transportado em concentracdes
fitotoxicas para a parte aérea, afetando o processo fotossintético e levando a perdas
significativas da massa seca das plantas. O mesmo ndo foi observado para o cromo. O
aumento da concentra¢do de cromo nas raizes nao levou a niveis fitotdoxicos de cromo nas
folhas, mostrando que as concentragdes estudadas ndo sdo fitotoxicas para R. communis.

Nestas concenctragdes a mamona mostrou ser uma exclusora de cromo para a parte aérea.
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CAPITULO IV

LOCALIZACAO DE NIQUEL E MUDANCAS ANATOMICAS EM
RAIZES DE MAMONA (RICINUS COMMUNIS L.)

Em mamona, como mostrado no capitulo anterior, o niquel em concentragdes de
60 e 120 uM causou danos severos as plantas com reducdes significativas da massa seca.
Os efeitos toxicos do niquel podem resultar da agcdo direta deste na inibicdo da atividade
de enzimas, na alteragdo da estrutura celular bem como na substitui¢do de elementos em
moléculas como a clorofila (Kiipper & Kroneck, 2007) e/ou ser um dano indireto, causado
pela reducdo da absorc¢do e transporte de micronutrientes essenciais como ferro (Parida et
al., 2003).

Um dos efeitos tipicos da toxidez de niquel € a inibi¢ao do crescimento das raizes
laterais (Seregin et al., 2003). Esta inibi¢ao pode ser resultado tanto da inibi¢cdo da divisao
celular quanto da reducdo da expansdo celular e depende da concentragdo de niquel no
meio de cultivo solugdo (Demchenko et al., 2005). A localizagdo de niquel na regido do
periciclo, que é o local de origem das raizes laterais, tem sugerido que o niquel inibe as
divisoes celulares desta area inibindo a formagdo de novas raizes (Seregin et al., 2003). A
concentragdo de niquel capaz de causar estes danos nas raizes ¢ varidvel dependendo da
espécie.

Em mamona foi observado que as concentragdes de 60 ¢ 120 uM reduziram o
crescimento do sistema radical. Entretanto, até 12 dias de exposi¢do, a inibi¢do na
emissdo de raizes laterais foi visualizada somente na concentragdo de 120 pM. Na
concentragdo de 60 uM a biomassa reduziu, porém a emissdo das raizes laterais parece
ndo ter sido inibida. Sabe-se que o efeito dos metais pesados depende da concentragdo, do
tempo de exposi¢ao e do estdgio de desenvolvimento da planta (Kabata-Pendias, 2000;
Peralta-Videa et al., 2004). Assim, para entender melhor, a resposta de uma espécie a
determinado elemento € necessario avaliar o efeito temporal da exposi¢do do metal.

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos avaliando a influéncia do niquel no
crescimento das raizes de mamona (Ricinus communis L) e a localizagdo de niquel nos
tecidos de raizes e folhas. Por este motivo, para melhor entender o efeito do niquel na

mamona, especialmente, no crescimento radical, este trabalho foi realizado com os
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seguintes objetivos: (i) determinar a localizacdo de niquel nos tecidos de raizes e de
folhas; (i1) avaliar o efeito deste metal nas mudangas anatomicas e (iii) avaliar a influéncia
do niquel no transporte de outros nutrientes (Cu, Fe, Zn). Esta etapa do trabalho foi
desenvolvida no departamento Botanica e Evolucdo de Plantas na Universidade de

Bochum, e no Instituto para Ciéncias Analiticas (ISAS), ambos na Alemanha.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo e procedimento de coleta

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na Universidade de Bochum,
Alemanha. A temperatura mantida durante o cultivo foi de 24 + 3°C e umidade relativa 70
+ 4% sob condic¢des de luz natural. As sementes (coletadas na area do depodsito de cinza
em Sdo Jeronimo) foram germinadas em areia e apds 21 dias as plantulas foram
transferidas para frascos contendo um litro de solucdo nutritiva modificada de Hoagland
(conforme descrito no capitulo IIT). Apds duas semanas de adaptagdo na solugao, o niquel
foi adicionado na forma de Ni(NOs),. 6 H,O nas concentragdes de 0 (controle), 30 e 60
uM. Na figura 1 € possivel observar o cultivo das plantas. Até 20 dias de cultivo, a
solugdo foi substituida a cada oito dias. A partir deste periodo, em func¢do do crescimento
das plantas, a solucao foi substituida a cada trés dias.

As plantas, quatro de cada tratamento, foram coletadas aos 8, 16, 24 ¢ 40 dias e
foram separadas em raiz, caule e folha. As folhas e caules foram lavados em &gua
destilada. A lavagem das raizes foi realizada da seguinte forma: cinco enxagilies em agua
destilada, 5 minutos em solugdo 20 mM de EDTA, e posteriormente novamente trés
enxagiies em agua destilada. Este procedimento foi adotado para permitir a retirada do

niquel adsorvido a superficie das raizes, segundo Cosio et al. (2005).
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Figura 1. Sistema de cultivo utilizado no experimento.

Andlises

(a) Crescimento radical

Como o objetivo de monitorar o efeito do niquel no crescimento das raizes, foram
feitas medidas do crescimento das raizes. Entretanto, neste experimento ndo foi possivel
utilizar esta varidvel devido ao grande volume do sistema radical da mamona. As raizes,
especialmente a pivotante e as laterais de primeira ordem, emitidas antes da exposi¢ao ao
niquel, tiveram seu crescimento alterado em fun¢do do espago do recipiente (vaso). Por
isso, embora tenham sido feitas medidas do comprimento das raizes nos primeiros
periodos de coleta, os valores foram muito variaveis nao possibilitando a analise dos

mesSmos.

(b) Quantificacdo do contetido de metais pesados

Para a quantificagdo do contetido de metais (Ni, Cu, Fe e Zn), 0,2 g de material
seco foi digerido com 6 ml de uma mistura de HNOs:H,0, (5:1) em sistema de vasos
fechados em microondas (Anton Paar, Austria). O programa utilizado para a digestdo foi

10 min de aquecimento em 800 W (temperatura maxima 200 °C), 20 min em 800 W e 20
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min para resfriamento do sistema. As amostras digeridas foram completadas com agua
Milli-Q para 50 ml e analisadas em ICP-MS - espectrofotdometro de massa com plasma
indutivamente acoplado usando curva interna de calibracdo com Rh (10 ng ml™) com
padrdo interno.

A concentracdo de niquel foi determinada aos 8, 16, 24 e 40 dias de exposicao,
enquanto as concentracdes dos outros metais (Fe, Cu, e Zn) foram determinadas somente
aos 16 dias, periodo que iniciaram os sintomas de toxidez. Foram utilizadas quatro plantas
por tratamento, para cada dia de coleta, determinando-se a concentra¢do nas raizes, caule
e folhas. Cada planta foi considerada uma repeticdo, totalizando 48 plantas no

experimento.

(c) Localizagdo de niquel em raizes e identificagdo de mudangas anatomicas

O niquel foi localizado nas raizes, utilizando-se uma solucdo de 1% de
dimetilglioxima em uma solu¢do de 1,5 % de NaOH contendo 0,05 M Na,B40;. 10 H,O,
pH, 9.8 conforme Seregin et al. (2003). Esta solugdo nao destréi os tecidos e pode ser
armazenada por uma semana. Dimetilglioxima reconhece os ions de niquel com
sensitividade e seletividade. Este método permite a localizacao do niquel soluvel existente
na amostra pela formag¢do de uma coloracdo vermelho-amarronzada, devido a
complexac¢do do niquel com dimetilglioxima (Figura 2). Segundo Seregin et al. (2003), a
formagao de uma coloracdo visivel é possivel até a concentracdo minima de 0,1 mM de
niquel. O desenvolvimento da cor ocorre logo apds a adicdo de dimetilglioxima,
mantendo-se estavel por até 15 min. Depois deste periodo, a intensidade da coloragdo

diminui lentamente.
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Figura 2. Complexo de niquel com dimetilglioxima (esquerda). Coloragao vermelho-
amarronzada do complexo formado com a adi¢do de uma gota de dimetilglioxima em

solucao de niquel (direita).
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Apos 40 dias de exposi¢ao das plantas ao niquel, amostras das raizes secundarias
(2 cm a partir do apice radical) foram coletadas. Cortes transversais a partir do apice
foram manualmente obtidos, com auxilio de um pequeno micrétomo manual. Os
primeiros 20 cortes transversais foram colocados em lamina de vidro e duas gotas da
solucao de dimetilglioxima foram adicionadas sobre os cortes. Os cortes foram recobertos
com laminula de vidro e analisados em microscopio Optico (Axioplan-Zeiss, Alemanha).
As fotomicrografias foram obtidas usando uma cémera digital (Color view) com auxilio
do programa Analysis-Soft Imagem System.

Para analise das mudangas anatdmicas, segmentos de 0-4 cm do apice das raizes
secundarias foram coletados aos 8, 16, 24 e¢ 40 dias de exposi¢do. Inicialmente foi
utilizado somente um segmento de 1 cm a partir do &pice radical. Estas amostras foram
fixadas em FAA 50, desidratadas em série isopropilica e incluidas em parafina. Uma série
seqiencial de cortes a partir do apice foi realizada em micrétomo rotativo (Zeiss,
Alemanha). Os cortes transversais de 7um de espessura foram corados com safranina e
astrablau e montados em laminas semipermanentes com Entellan. A andlise dos cortes € a
obtencdo das fotomicrografias foram os mesmos descritos acima. As fotomicrografias de
fluorescéncia foram obtidas utilizando o mesmo microscépio € a mesma camera,

entretanto com filtro G 365, FT 395 e LP 420.

(d) Localizacdo de niquel nas folhas

Para localizar o niquel nas folhas, foi desenvolvido um novo método de anélise
utilizando-se espectrometro de massa por ionizacdo acoplado por plasma com femto-
segundos laser ablagdo (ft-LA-ICPMS). A seguir sdo descritas, resumidamente, as
principais etapas do método, conforme o fluxograma da Figura 3. A descricdo detalhada
do método € objeto de um artigo que esta em preparagao (Azzolini et al., em prep.).

Apo6s a lavagem das folhas em dgua deionizada, uma parte de cada folha foi
retirada e deixada secando ao ar. Apos a secagem foram cortadas pequenas amostras de
aproximadamente lcm®. Cada amostra foi fixada com uma fita carbonica, em uma
pequena placa metalica. Esta placa foi introduzida na camara de ablacdo equipada com
uma camera de video. Apds o ajuste da posi¢do desejada da folha, o pulso de laser foi
aplicado sobre a face adaxial da amostra, formando uma cratera. O pulso teve uma
duragdo de aproximadamente t = 120 fs, com energia de E = 0,8 mJ/pulso, e comprimento

e onda de A = 800 nm. O material ablacionado pelo laser foi conduzido por fluxo de gas
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para o espectrometro de massa, onde a composicao do material foi determinada. A forma
e o volume da cratera feitos pelo laser foram analisados em microscopio Optico e
eletronico de varredura.

Devido a heterogeneidade da folha, o volume e a forma de cada cratera feita pelo
laser na folha nao ¢ uniforme. Desta forma, a determinagdo da concentracdo de outro
elemento com distribuicdo mais homogénea na folha ¢ necessaria para possibilitar a
correcdo. Assumiu-se que o fosforo seria um elemento com distribui¢do mais homogénea
na folha e foi utilizado como elemento de correcdo. Para melhor avaliar a eficiéncia do
método, também determinou-se a concentragdo de magnésio. Sendo o magnésio o atomo
central da clorofila, espera-se que o magnésio tenha uma distribuicao diferenciada entre
os tecidos das folhas em fung¢do da maior concentragdo de clorofila no parénquima
palicadico. Foram realizados dois experimentos para a localiza¢do do niquel na folha:

. Distribuicdo horizontal do niquel na lamina foliar. Para este experimento foi
utilizada uma amostra de 1cm®. Nesta amostra foram tracadas quatro linhas e em cada
linha foram feitos 10 pontos de ablacdo (crateras). A profundidade média das crateras a
partir da epiderme adaxial foi 50 pm + 10 pm. Os dados foram integrados possibilitando a
construcdo dos mapas de distribuicdo. Para melhor avaliar o método, também foi feito o
mapa de distribuicdo do magnésio.

. Localizagdo do niquel nos tecidos. Neste experimento foram utilizadas duas
amostras de lem *. Foram tracados (virtualmente) nove linhas, cada linha com 10 pontos.
Nas primeiras cinco linhas, foi aplicado somente um pulso de laser em cada ponto,
atingindo a profundidade média de 50 pm a partir da epiderme adaxial. Foi possivel
observar que na maioria destes pontos a epiderme e uma por¢do do parénquima palicadico
foram ablacionados. Nas outras linhas foram aplicados dois pulsos consecutivos de laser
de forma a atingir os tecidos mais profundos da lamina foliar. Nestes pontos a
profundidade média foi de 82,5 um. Nas andlises em microscopio de varredura, foi
possivel observar que os pulsos atingiram a epiderme adaxial, o parénquima palicadico e
parte do parénquima esponjoso. Calculou-se a concentragdo média para os pontos que

receberam um pulso e os pontos que receberam dois pulsos, em cada amostra da folha.
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Figura 3: Na parte superior fluxograma para a determinagado da localizagdo de niquel em
folhas de R. communis com o uso de ft-LA ICP-MS. Na parte inferior, fotos dos
equipamentos utilizados para a determinag¢do da localizacdo de niquel na folha e da

cratera (MEV) feita pelo laser na superficie em uma folha de R. communis.

Andlise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparagdo de médias

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Fitotoxidez de niquel

Sintomas de toxidez de niquel foram visualizados tanto no sistema radical quanto
nas folhas das plantas expostas a concentragdo de 60 puM niquel (Figura 4 e 5). Os
sintomas foram visualizados apds 16 dias de tratamento. Inicialmente intensas manchas
clordticas foram visiveis, ¢ apds 24 dias foi possivel visualizar o aparecimento de

manchas necréticas entre as nervuras (Figura 4). Nas plantas expostas a 30uM, nao foi

observado o aparecimento de manchas necrdticas ou cloroticas.

Figura 4. Sintomas de toxidez de niquel em folhas de Ricinus communis, apdos 40 de
exposi¢ao a niquel. A- controle; B- Ni 30uM; C e D- Ni 60uM.

Nas raizes, os sintomas de toxidez foram observados tanto nas plantas expostas a
30 uM como a 60 uM de niquel. Foi possivel observar que o desenvolvimento das raizes,
especialmente, das raizes laterais, foi negativamente afetado pelo niquel. Na concentragao
de 30 uM, as raizes laterais de terceira ordem tiveram o crescimento parcialmente
reduzido, em comparacdo ao controle, enquanto na concentragdo de 60 uM o crescimento

dessas raizes foi completamente inibido (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos do niquel no crescimento de raizes laterais de R. communis apods 40 dias
de cultivo em solugdo nutritiva. Setas indicam as raizes laterais nos segmentos das raizes

secundarias.

Outro efeito observado, nas raizes das plantas expostas a 60uM de niquel, foi a
emissao de raizes acima do nivel da solu¢ao nutritiva (Figura 6). Estas raizes também

tiveram o crescimento inibido quando entraram em contato com a solug¢ao nutritiva.

Figura 6. Emissdo de raizes acima do nivel da solu¢do nutritiva em plantas de R.

communis expostas a 60uM de Ni. Setas indicam danos nas raizes

Capitulo IV 143



Massa seca

A massa seca das plantas expostas a 60 uM de niquel foi significativamente menor
que a massa das plantas mantidas no controle (Figura 7). Até 8 dias de exposi¢do, as
plantas expostas a niquel ndo mostravam diferengas visuais no crescimento em relagao ao
controle (Figura 8A), e a massa seca foi semelhante entre os tratamentos (Figura 7).
Porém, a partir dos 16 dias, a massa seca das raizes e folhas das plantas expostas a 60 uM
foi significativamente menor que a massa dos demais tratamentos. A maior diferenga na
massa seca entre os tratamentos foi observada aos 40 dias de exposi¢do (Figuras 7 ¢ 8B)
Para o caule, as diferengas significativas foram observadas somente aos 40 dias, embora a
massa das plantas expostas a 60 pM tenha sido menor que a dos demais tratamentos desde

os 16 dias (Figura 7).
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Figura 7. Massa seca de plantas de mamona exposta a diferentes concentragdes de niquel.
Médias que compartilham de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 % de significdncia.ns= (ndo significativo). Barras= (erro padrdo da média). n=

4.
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Aos 40 dias, as plantas expostas a Ni 30 uM nao apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao controle. Observou-se a reducdo de somente (14%) da massa
seca das folhas ¢ um aumento de 0,5 % e 5,6 % da massa seca do caule e das raizes,
respectivamente. Neste mesmo periodo a massa seca das folhas, caule e raizes das plantas
expostas a 60 uM de niquel foi 83, 83 e 81 %, menor em relacdo a massa das plantas do
controle, respectivamente. Na figura 8B observa-se o severo efeito toxico da concentragao
de 60 uM de niquel no crescimento das plantas. As plantas neste tratamento tiveram

intensa queda de folhas e pouca expansao da lamina foliar.

Figura 8. Plantas de Ricinus communis cultivadas em solug@o nutritiva com adigdo de

niquel. (A)- 8 dias de exposi¢ado; (B) 40 dias de exposigao.
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Concentracao de niquel e outros nutrientes

A concentracdo de niquel nas plantas do tratamento controle foi proxima a zero e
foi significativamente menor que a concentracio nas plantas expostas a niquel (Figura 9).
As plantas expostas a niquel acumularam-no especialmente nas raizes. A concentracao de
niquel nas folhas e no caule das plantas expostas a niquel aumentou durante todo o
periodo de observagdo. Nas raizes, a concentragdo de niquel das plantas expostas a 30uM
manteve-se praticamente estavel entre 16 e 24 dias. Nas plantas expostas a 60 puM,
observou-se uma reducgdo da concentracio de niquel entre 8 e 24 dias. Essa redugdo pode
ter sido resultado da combinacdo de dois fatores: (i) baixo volume de solugdo, devido a
freqiliéncia de troca insuficiente da solugdo; (ii) aumento do transporte para a parte aérea e
menor capacidade de absorcao pelas raizes. Observou-se que apds 24 dias a concentragado
de niquel nas raizes das plantas expostas a niquel aumentou. Neste periodo a troca da
solucdo foi realizada a cada trés dias. Observou-se também que as concentragdes de
niquel no caule e nas folhas das plantas expostas a niquel aumentaram durante todo o
periodo, o que indica que o transporte de niquel para a parte aérea foi mantido (Figura 9).

A concentragdo de niquel no caule das plantas expostas a niquel foi maior que a
concentragdo na folha. Apos 40 dias de exposi¢do, a 30 e 60 uM de niquel, a concentragao
de niquel nas folhas foi de aproximadamente de 88 e 200 pg g e no caule foi de 122 ¢
226pg g, respectivamente. Nas plantas expostas a 30 pM, essas concentragdes nio

causaram danos severos as plantas.
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Figura 9. Concentra¢do de niquel em plantas de R. communis cultivadas em solugio
nutritiva com diferentes concentracdes de niquel. Médias seguidas da mesma letra (entre
tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Barras= (desvio padrao da média). n= 4.

Para verificar a interferéncia do niquel na absor¢do e transporte de outros
nutrientes, as concentragdes de ferro, de cobre e de zinco foram analisadas aos 16 dias,
periodo em que foram visualizados os primeiros sintomas de toxidez nas folhas (Figura
10). As plantas expostas a 60 uM de niquel apresentaram reducdes do transporte de cobre
e zinco para a parte aérea. As plantas mantidas neste tratamento mostraram reducdes
significativas das concentragdes de Cu e Zn na parte aérea, em relacdo ao controle. O
ferro parece que foi acumulado nas raizes das plantas expostas a 60 uM de niquel, mas
nas folhas observou-se pouca variagdo em relagdo ao controle. A concentragao foliar de
ferro das plantas expostas a 30 uM foi significativamente maior do que as concentragdes

observadas nas folhas das plantas expostas a 60 uM (Figura 10).
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Figura 10. Concentragdes de micronutrientes em raizes, caules ¢ folhas de R. communis
cultivadas em solucdo nutritiva com diferentes concentracdes de niquel. Médias seguidas
de mesma letra (entre tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia. Barras = desvio padrio da média. n= 4, exceto para ferro n= 3.

AlteracGes anatdmicas e localizacdo de niquel em raizes de R. communis

Ap6s 8 dias de exposi¢do ao niquel, as raizes ndo mostraram sintomas visuais de
toxidez, porém alteragdes anatomicas foram verificadas. Neste periodo as plantas expostas
a 60 uM de niquel apresentaram maior espessamento da endoderme o que nao foi
visualizado nos demais tratamentos, para a mesma regido da raiz, dificultando entdo, a

localiza¢ao da endoderme nos cortes (Figura 11).
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Figura 11. Cortes transversais da regido meristematica de raizes laterais primarias de
plantas de R. communis ap6s 8 dias de exposigdo em diferentes tratamentos com niquel:

(A)- Controle, (B)- Ni- 30 uM e (C)- 60 uM. end= endoderme.

As raizes expostas a niquel 60 uM parecem ter apresentado metabolismo mais
acelerado, resultando em diferenciagdo mais rapida das células em relagdo as plantas
mantidas no controle ou expostas a 30 uM de niquel. Na figura 12 observa-se que as
raizes das plantas expostas a 60 uM apresentam células mais desenvolvidas
(diferenciadas) com nticleos menos aparentes. Neste tratamento, os elementos vasculares,
especialmente de xilema, mostraram-se diferenciados, enquanto que nos demais
tratamentos somente os polos de protoxilema sdo visiveis. Importante salientar que os

cortes foram obtidos na mesma distancia do apice da raiz (300 pm).
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Figura 12. Corte transversal de raizes laterais primarias de R. communis cultivadas
durante 8 dias em solugdo nutritiva com diferentes concentragdes de niquel. (A)- controle;

(B)- Ni-30 uM; (C)- Ni 60 uM. ri-rizoderme; end-endoderme; x- xilema; c- cortex.

Apds 40 dias de exposicdo aos tratamentos, foram feitas as andlises para a
localizag¢ao do niquel. O método utilizado permitiu a localiza¢ao deste elemento nas raizes
das plantas expostas a 60 uM (Figura 13). Nas raizes das plantas expostas a 30 uM
observou-se mudan¢a na coloragdo em relagdo ao controle; no entanto, a coloracao
desenvolvida nao foi intensa e foi homogénea em todo o corte, ndo permitindo localizar o
niquel (Figura 13 C-D). Na regido intercelular das células parenquimaticas do cortex,
observou-se uma colora¢do mais intensa indicando maior concentracdo de niquel neste
espago (Figura 13 E). Na regido do cilindro central o niquel parece estar amplamente

distribuido nos tecidos vasculares. Na figura 13 F, observa-se um detalhe das células
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parenquimaticas da regido do cortex. E possivel visualizar que o niquel esta tanto no

espaco intercelular como internamente nas células.

Figura 13. Cortes transversais de raizes laterais primarias de R. communis cultivadas em
solugdo nutritiva durante 40 dias. Sec¢des anatomicas, coradas com dimetilglioxima 1%.
(A-B)- controle; (C-D)- Ni-30 uM e (D-F)- Ni-60 uM. ri- rizoderme; c cortex; pc- parede

celular.

Nas plantas expostas a 60 uM de niquel, foi observado o desenvolvimento de
coloracdo vermelha intensa nos primoérdios radiculares de raizes laterais de segunda

ordem, indicando forte acumulo de niquel nesta regido (Figura 14 B e C).
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Figura 14. Cortes transversais de raizes laterais primarias de R. communis cultivadas em
solucdo nutritiva durante 40 dias, Secgdes anatomicas, coradas com dimetilglioxima 1%.

(A-C) Controle; (B-D) Ni-60 uM. pr- primérdio radical; end- endoderme.

Na figura 15, observa-se o desenvolvimento de uma raiz lateral de segunda ordem.
O niquel ndo interferiu na emissao da raiz, mas esta tem seu crescimento paralisado, como
mostrado na figura 5. Observa-se o acimulo de niquel no 4pice do primérdio da raiz.

Observa-se também a concentragdo de niquel na rizoderme e na endoderme.
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Figura 15. Corte transversal de raiz lateral de primeira ordem de R. communis, exposta a
60 uM de niquel, mostrando a distribuicdo do niquel em todos os tecidos e no primordio
de uma raiz lateral de segunda ordem. ri- rizoderme; end- endoderme; pr - primordio

radical.

A andlise de localiza¢do de niquel nas folhas mostrou que o mesmo esta presente
em todos os tecidos da folha. Na figura 16, observa-se que o niquel ocorreu independente
da profundidade da folha, ou seja, o niquel pode ser encontrado na epiderme, e nos tecidos
do mesofilo. Comparativamente, o Mg mostrou uma tendéncia de reducdo da
concentragdo em funcdo da profundidade da folha (Figura 16). O que era de certa forma
esperado, ja que grande parte dos cloroplastos, logo, da clorofila ¢ localizada no

parénquima pali¢adico em relagdo ao parénquima esponjoso.
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Figura 16. Distribui¢do de niquel ¢ magnésio em diferentes tecidos foliares de R.
communis obtida por ft- LA ICP-MS. Valores médios obtidos em duas amostras (al e a2)

com diferente seqiiéncia de ablacdo com laser a partir da face adaxial da lamina foliar.

Considerando a distribui¢ao horizontal do niquel na lamina foliar, observou-se que
a distribuicdo do niquel ¢ heterogénea (Figura 17) na folha. Nao foi possivel estabelecer
uma relagdo entre os pontos de maior concentragdo de niquel com alguma caracteristica
da folha. A hipdtese de que nas areas necrosadas haveria maior concentracdo de niquel
ndo foi confirmada pela analise. Observa-se que na linha trés os pontos 3 e 4 estdo
localizados em uma éarea necrosada da folha, porém o grafico mostra uma elevada
concentragdo de niquel somente no ponto 3 (Figura 17). Outro ponto com elevada
concentragdo de niquel foi o ponto o 8 da linha 4. Este ponto esta localizado proximo a
nervura central, mas o ponto 9 estd localizado sobre a nervura e nao apresenta uma
concentragio elevada (Figura 17). E possivel que diferentes fatores determinem a
concentragdo de niquel em alguns pontos na folha. Neste experimento ndo foi possivel
estabelecer algum fator que determina ou estd associado com concentragdes mais elevadas

de niquel em determinado local na folha.
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Figura 17. Distribui¢ao horizontal (superficie adaxial) de niquel ¢ magnésio em folhas de

R. communis cultivadas em 60uM durante 40 dias.

DISCUSSAO

O aumento do tempo de exposi¢ao ndo causou danos severos as plantas expostas a
30 uM de niquel, ndo apresentando diferencas significativas de massa seca em relagdo ao
controle, aos 40 dias de exposi¢do. Por isso considerou-se que esta concentracdo nio ¢
fitotoxica para R. communis, confirmando os dados observados no capitulo IIL
Comparativamente, plantas de Lactuca sativa L (Heikal et al., 1989) ¢ Phaseolus vulgaris
L. (Piccini & Malavolta, 1992) tiveram perdas semelhantes de massa quando expostas a
concentragdes menores de niquel, 10 uM e 17 puM, respectivamente. Por outro lado, a
concentragdo de 60 uM de niquel causou danos severos as plantas. Estes danos se
intensificaram com o aumento do tempo de exposicao das plantas ao niquel. Observou-se
que, embora tenha ocorrido redu¢do na concentracdo de niquel nas raizes, entre 8 e 24
dias nas plantas expostas a 60 pM de niquel, a concentragdo no caule e nas folhas
continuou aumentando e os sintomas de toxidez foram mais intensos. O que mostra que
aumento da concentracdo de niquel na parte aérea ¢ determinante para o aumento do

efeito toxico nas plantas
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O efeito toxico do niquel levou a redugdes significativas da massa seca das
plantas. Porém, no capitulo III mostramos que a exposicdo da mamona a 60 pM de niquel
causou uma reducdo de 58 % na massa seca apds 12 dias de exposi¢do. No presente
experimento, até os 16 dias as perdas foram menores (37%). Isto possivelmente ocorreu
porque no primeiro trabalho as temperaturas foram mais elevadas (acima de 27 °C) que as
utilizadas no presente experimento, resultando em um metabolismo mais acelerado com
maior absor¢dao em menor tempo de exposicao e, conseqlientemente, maior dano a planta.
Em Avena sativa, Aschmann & Zasoski (1987) verificaram que a maxima absorgdo de
niquel em funcdo da temperatura ocorre entre 23 e 30 °C. Segundo os autores, a absor¢ao
metabolica de niquel € maior que a absor¢ao passiva; portanto, alteragdes no metabolismo
modificam a quantidade de metal absorvida.

As reducdes no crescimento da parte aérea das plantas associada com a toxidez de
niquel sdo geralmente sugeridas como efeito direto e indireto do niquel (Kopittke et al.,
2007). A deficiéncia de micronutrientes, especialmente de ferro, induzida pelo excesso de
niquel tem sido observada por outros autores em diferentes espécies (Parida et al., 2003;
Rahman et al., 2005; Kopittke et al., 2007). No presente estudo foram observadas
concentragdes limitantes de cobre, zinco e ferro nas folhas de R. communis expostas a
niquel. Na figura 10, observou-se que, nas plantas expostas a 30 e 60 uM, a concentragao
de cobre foi inferior a 5 ug g™, a qual é considerada limitante (Kabata-Pendias, 2000). O
cobre participa de inumeras reagdes importantes; por exemplo, no transporte de elétrons
durante a fase fotoquimica da fotossintese e na respiracdo mitocondrial. Atua também
como co-fator de muitas enzimas, por exemplo, Cu/Zn superoxido dismutase (SOD),
citocromo c oxidase e polifenol oxidase (Marschner, 1995).

Quanto ao zinco, a concentragdo nas folhas (25,7 ug ™) das plantas expostas a 60
uM de niquel ndo ¢ considera limitante. Porém, esta concentracao foi inferior a observada
nas plantas mantidas no controle. O zinco ¢ constituinte de varias enzimas, por exemplo,
anidrase carbonica, e ¢ requerido como co-fator de varias enzimas. As plantas de R.
communis expostas a 60 uM de niquel também tiveram concentragdo foliar de ferro
considerada limitante (75,1 pg g'). O ferro ¢ componente de importantes enzimas
envolvidas em reagdes redox, além de ser requerido para a sintese de proteinas ligadas a
biossintese de clorofila (Marschner, 1995). Embora deficiente nas folhas, a concentragao
de ferro nas raizes foi crescente com o aumento de niquel em solucgdo, indicando que o
transporte para a parte aérea foi reduzido. Resultados semelhantes sdo reportados por

Piccini & Malavolta (1992) e Kopittke et al. (2007). Assim, a toxidez do niquel em
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mamona estd associada a deficiéncia induzida desses micronutrientes, especialmente na
parte aérea. Segundo Mihucz et al. (2001) a inibi¢do do niquel na absorcdo e transporte de
outros nutrientes deve ser devido a competi¢do do niquel tanto por locais de ligacdo em
proteinas transportadoras quanto por proteinas transportadoras. Porém, pouco se sabe a
respeito destes mecanismos, ja que at¢ o momento nao sao conhecidos transportadores
especificos de niquel.

Embora as plantas de R. communis tenham sofrido severos danos quando expostas
a maior concentra¢do de niquel (60 M), as plantas mostraram modificagdes que estdo
associadas a exclusdo do transporte de ions para a parte aérea. As plantas expostas a 60
UM de niquel tiveram aumento do espessamento das paredes da endoderme ja aos oito
dias de exposi¢do (Figura 11 C). O maior espessamento da endoderme em R. communis
também foi verificada em plantas cultivadas em solugdo com 100 mM de NaCl (Schreiber
et al., 2005). Os autores verificaram intensa deposicdo de suberina na endoderme das
raizes. No mesmo experimento, plantas de R. communis cultivadas em solugdo com
deficiéncia de nitrogénio mostraram pouca deposi¢do de suberina na endoderme. Segundo
os autores, a maior ou menor deposicdo de suberina ¢ uma estratégia eficiente para o
controle do transporte apoplastico de ions.

A fungdo da endoderme como uma barreira ao transporte apoplastico ¢ resultado
da deposicdo de diferentes materiais na parede celular destas células. Dependendo das
caracteristicas da deposicdo de materiais na parede celular, a endoderme pode apresentar-
se em trés estados: estado I- quando as células apresentam deposi¢do de suberina e/ou
lignina nas paredes anticlinais formando uma faixa chamada de estria de Caspary; estado
II- quando uma camada de suberina ¢ depositada na parede priméria da parede celular; e
estado III- quando uma camada espessa de celulose ¢ depositada entre a lamela de
suberina ¢ a membrana plasmatica, ocorrendo ainda lignificagdo. O espessamento
freqiientemente apresenta o formato de “U” (Esau, 1965).

Nas plantas expostas a 60 uM de niquel a endoderme parece apresentar-se em
estado III. Diferentemente, Zeier et al. (1999) e Schreiber et al. (2005) observaram a
endoderme em estado I em R. communis. Estes autores verificaram que a suberina foi o
material predominante na composi¢ao da parede celular das células endodérmicas. Em
Allium cepa e Iris germanica com espessamento em estado I11, as paredes celulares foram

basicamente compostas por deposicao de celulose lignificada sem deposicao de suberina

(Zeier et al., 1999).
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Embora seja conhecido que fatores ambientais podem levar ao maior
espessamento da parede das células endodérmicas, os mecanismos pelos quais isto ocorre
ndo sdo conhecidos. Trabalhos t€ém verificado que o niquel promove a sintese de lignina.
Pandolfi et al. (1992), Diaz et al. (2001) e Gajewska et al. (2006) mostraram que
concentragdes toxicas de niquel induzem a atividade extracelular de enzimas peroxidases
que atuam na producdo de compostos fendlicos, dentre eles a lignina. O aumento da
sintese de lignina ¢ indicado por estes autores como um mecanismo que serve para reduzir
a permeabilidade das células das raizes. Recentemente, Mesjasz-Przybylowicz et al.
(2007) sugeriram que plantas ndo hiperacumuladoras de niquel apresentaram composi¢ao
diferente das estrias de Caspary em relacdo as plantas hiperacumuladoras e por isso, as
primeiras seriam mais eficientes na exclusdo do metal. No presente trabalho ¢ possivel
que o niquel tenha induzido a sintese de lignina e, que esta tenha contribuido para o
espessamento da endoderme. Porém, novos estudos sdo necessarios para esclarecer estes
mecanismos.

Segundo Barceld & Poschenrieder (2004), o aumento da suberizacdo e da
lignificagdo ¢ uma das principais mudangas estruturais que diversos metais pesados
causam no sistema radicular. Em raizes de milho, Degenhardt & Gimmler (2000) também
verificaram mudancas no espessamento das células da rizoderme, da exoderme e da
endoderme de plantas cultivadas em solo com adicdo de lodo de esgoto. No presente
experimento, o espessamento da endoderme foi insuficiente para evitar o transporte de
niquel para a parte aérea, porque com o maior tempo de exposi¢do, as células tiveram
danos estruturais. A concentragdao de niquel na parte aérea das plantas expostas a niquel,
aumentou durante todo o periodo causando severos danos as mesmas. Porém, os efeitos
poderiam ter sido mais drasticos se ndo tivesse ocorrido o espessamento da endoderme.

As andlises de distribui¢do do niquel mostraram que nas raizes, apds 40 dias de
exposicao a 60 uM o niquel estava presente em todos os tecidos. O niquel foi encontrado
tanto no apoplasto quanto no simplasto. Porém, ndo foi possivel identificar se a
concentragdo apoplastica foi maior que a protoplasmatica. Dados semelhantes foram
obtidos por Seregin et al. (2003) em plantulas de milho. Estes autores observaram que
ap6s dois dias de exposicdo das plantas a 15, 30 e 35 uM de niquel, o mesmo foi
encontrado em todos os tecidos da raiz. Porém, estes autores verificaram maior
concentragdo de niquel protoplastico. Em mamona, a ampla distribuicdo de niquel nos
tecidos das raizes mostra que os mecanismos de exclusdo do niquel da parte aérea ndo sao

eficientes.
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A alta mobilidade do niquel nas raizes também parece contribuir para a inibi¢ao
do crescimento das raizes laterais. Segundo Seregin et al. (2003) a alta concentracdo de
niquel na endoderme e nas células do periciclo ¢ a causa da redugdo e/ou inibicdo da
emissdo das raizes laterais. Em mamona, também foi possivel observar a presenga de
niquel nestes tecidos. Além disso, de forma inédita, observou-se o acimulo de niquel nos
primordios das raizes laterais (Figura 14). Embora ndo seja possivel afirmar o motivo para
a maior concentragdo de niquel nesta regido, nossa hipotese ¢ de que as células desta
regido estdo em intenso metabolismo e demandam mais recursos energéticos. Portanto,
estas células funcionariam como dreno, favorecendo o deslocamento do niquel e de outros
elementos nutricionais para esta regido. Em mamona acredita-se que a presenca de niquel
na regido meristematica (4pice) das raizes laterais seja a causa da paralisagdo do
crescimento destas raizes. Na figura 15 observa-se que, embora o niquel esteja
concentrado no épice, a formagdo da raiz lateral ndo foi inibida. Porém, na figura 5
observa-se que as raizes terciarias nao se desenvolveram além desta fase. Demchenko et
al. (2005) observaram que o niquel ndo influencia o processo que leva as células do
periciclo a reassumir os ciclos mitdticos para a formagao das raizes laterais. A hipotese de
que o acumulo de niquel no apice dos primordios radiculares foi uma das causas
principais que levou a inibicdo do crescimento das raizes laterais ¢ reforcada pela
observacdo de que a mamona emitiu raizes laterais acima do nivel da solu¢do (Figura 6).
Estas raizes, porém, tiveram o crescimento paralisado quando entraram em contato com a
solugdo. A emissdo de raizes acima do nivel da solugdo também foi observada em Vigna
unguiculata L. (Kopittke et al., 2007).

O niquel pode inibir tanto a divisdo celular quanto a expansdo celular. Em
plantulas de Triticum aestivum expostas a 100 uM de niquel (Demchenko et al., 2005), a
reducdo no crescimento das raizes foi devido a diminui¢do na taxa relativa de expansio
das células e a inibicdo do crescimento celular na direcdo acropeta. As células da
endoderme do periciclo e de outros tecidos do cilindro central mantiveram a capacidade
de divisdo, enquanto que na regido meristematica ocorreu inibi¢do da divisdo celular na
dire¢do acrdopeta. A diferenciagdo das células do metafloema e do xilema, bem como a
formagdo dos primordios das raizes laterais, foram iniciadas mais proximas ao apice da
raiz (Demchenko et al., 2005). Em mamona, também foi observado que a diferenciacdo
do xilema ocorreu mais proxima ao apice da raiz em relacdo as plantas controle e as
expostas a 30 uM (Figura 12). Isto sugere que o niquel induz ao envelhecimento precoce

dos tecidos.
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Nas folhas o niquel também parece estar distribuido em todos os tecidos. Analise
por espectrometro de massa por ionizagdo acoplado por plasma com femto-segundos laser
ablagdo (ft-LA-ICPMS) mostrou que em folhas de R. communis o niquel esta presente
tanto na epiderme quanto no mesofilo (Figura 15). Possivelmente, a presencga do niquel no
mesofilo causou danos diretos no processo fotossintético, sintese de pigmentos e danos
estruturais nas células, levando aos sintomas de toxidez observados nas folhas. A
distribui¢ao do niquel nas folhas de R. communis ¢ bem diferente da observada em plantas
hiperacumuladoras de niquel. Em folhas da espécie hiperacumuladora de Thlaspi
goesingense, o niquel foi acumulado no vactolo das células da epiderme (Kiipper et al.,
2001). Esta ¢ uma forma eficiente, segundo os autores, de evitar que o niquel cause danos
ao aparato fotossintético.

Considerando a distribui¢do horizontal do niquel na superficie adaxial da folha,
observou-se que o niquel apresenta uma distribuicdo heterogénea (Figura 16). Alguns
pontos na folha possuem elevadas concentragdes de niquel. Nao foi possivel estabelecer
nenhuma relagdo da presenca de elevada concentragdo de niquel nestes pontos com
alguma caracteristica anatomica da planta. A distribui¢do de magnésio foi mais
homogénea do que a do niquel.

Muitos dos trabalhos com niquel estdo voltados a resposta de plantas a elevadas
concentragdes deste metal, j& que o maior nimero de plantas hiperacumuladoras sio
conhecidas para niquel (Seregin & Kozhevnikova, 2006). Um menor nimero de trabalhos
¢ concentrado nas respostas de plantas as concentracdes moderadas de niquel e no
entendimento dos mecanismos de toxidez. Este trabalho contribui para esclarecer as
respostas da espécie R. communis ao niquel e mostra de forma inédita que a inibigdo do
crescimento das raizes laterais esta associada a elevada concentra¢dao de niquel na regido
meristematica, bem como, pela primeira vez, foi demonstrado o potencial de uso do ft-

LA-ICPMS para a determinagdo de metais pesados em plantas.
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CONCLUSOES

ApoOs 40 dias de exposi¢ao a 30 uM de niquel as plantas ndo apresentaram
reducdes significativas da massa seca em relacdo ao controle, o que permite considerar
que esta concentragdo ndo ¢ toxica a mamona, o mesmo ndo podendo ser dito para
concentragdes de 60 uM de niquel.

Os dados obtidos neste capitulo permitem concluir que a mamona responde ao
aumento da concentragdo de niquel na solucdo com o aumento do espessamento das
paredes da endoderme. Esse espessamento ¢ uma forma da planta restringir o transporte
de metal para a parte aérea. Porém, possivelmente, o niquel causa dano a estrutura celular,
o que leva a perda da capacidade de restri¢ao de transporte e a concentragao de niquel na
folha aumenta. Os danos sdo severos na folha porque o niquel ¢ amplamente distribuido
nos tecidos fotossintéticos. A ampla distribui¢do do niquel nos tecidos radicais e,
especialmente, o acimulo na regido meristematicas das raizes em formagdo levam a
inibi¢do do crescimento das raizes laterais. Mas a capacidade das células do periciclo em
reassumir as divisoes celulares parece ndo ser afetada pelo niquel e a formagao das raizes
¢ mantida, porém estas ndo se desenvolvem, possivelmente porque o niquel ¢ acumulado
na regido meristematica destas raizes.

A deficiéncia induzida de ferro e cobre nas plantas expostas a 60 uM permitem
concluir que a toxidez do niquel € resultado da agdo direta e indireta do niquel na planta,
confirmando os dados obtidos no capitulo II.

Andlise por espectrometro de massa por ionizagdo acoplado por plasma com
femto-segundos laser ablagdo (ft-LA-ICPMS) mostrou ser uma técnica eficiente para a
determinagdo da concentracdo de metais em plantas. Quanto a localizagao do metal em
tecidos vegetais a técnica se mostra promissora. Porém, melhorias deverdo ser feitas para
aumentar a resolucdo espacial do equipamento para a localizagdo com maior precisdo os

elementos de interesse.
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CONSIDERACOES FINAIS

A comunidade vegetal que se estabeleceu espontaneamente na area do depdsito de
cinza de carvao proporcionou rapida cobertura da 4rea e permitiu o avanco da sucessao
vegetal e, portanto, pode ser considerada como um bom modelo para iniciar a revegetacao
de areas de deposito de cinza que vise a restauragdo ecologica. As diferengas quimicas no
substrato, observadas entre as areas do depdsito possivelmente foi resultado da
contribuicdo do avanco da vegetacdo nestas areas. Porém, este processo de melhoria da
qualidade do substrato ¢ lento e, possivelmente, por este motivo, ndo foi possivel verificar
claras tendéncias para os elementos estudados entre as areas do depdsito. Sabe-se que a
vegetacao contribui ndo s6 com a adi¢do de matéria organica, que ¢ fundamental para a
melhoria quimica e fisica do substrato, mas ¢ fundamental também para: (i) a reducdo do
escoamento superficial, (ii) controle da temperatura da cinza e (iii) para o aumento da
complexidade do sistema, devido as condi¢des que oferece para a entrada de insetos e
animais na area.

Dentro do processo de sucessdo da comunidade estudada, a mamona mostrou ser
uma espécie importante, pois € uma espécie arbustiva de rapido crescimento, contribuindo
assim, para o rapido recobrimento da area. A queda constante das folhas possivelmente
promove a reciclagem mais rapida de nutrientes e aumenta o conteido de matéria
organica no solo. A elevada capacidade da espécie em ocorrer em faixas amplas de
variagdes quimicas do solo, como mostraram as andlises de afinidade de ocorréncia (cap.
I), permite que a espécie ocorra em condi¢des que ndo sdo favoraveis a outras espécies.
Além disso, o rapido crescimento € o porte arbustivo sdo caracteristicas importantes
dentro do processo de sucessdo da comunidade, porque promovem o controle do
crescimento de gramineas como Cynodon dactlyon. As gramineas sdo fundamentais no
inicio da revegetagdo porque proporcionam a cobertura das cinzas. Porém, o crescimento
das mesmas precisa ser controlado para que ndo ocorra uma predominancia permanente
destas espécies na area, o que impediria a sucessdo vegetal (arbustivas- arboreas)

Os resultados do capitulo II mostraram que em condi¢des controladas o
crescimento da mamona ¢ severamente reduzido pela cinza, devido a falta de
macronutrientes disponiveis. Isto afeta todo o metabolismo da planta levando a redugdes
significativas da fotossintese. As concentracdes dos metais pesados, niquel, chumbo,

cobre e cromo presente nas cinzas ndo foram toxicas para R. communis, porém as cinzas
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causam o aumento da concentracdo destes elementos na mamona em relacao as plantas
cultivadas em solo. Diferente do esperado, a mamona, embora, apresente acimulo de
niquel especialmente nas raizes, ndo pode ser considerada hiperacumuladora, porque em
concentragdes foliares acima de 68 pg g as plantas apresentam sintomas severos de
toxidez que levam a uma reducao superior a 50% da massa seca. Em relagdo ao cromo, o
baixo indice de transporte apresentado pela mamona ndo levou a aumentos significativos
deste elemento na parte aérea e, para as concentragdes entre 10 e 90 uM, a mamona nao
apresentou sintomas de toxidez.

Os resultados dos capitulos III e IV permitem concluir que o niquel interfere no
processo fotossintético, causando danos nos pigmentos fotossintéticos, levando a perda da
capacidade de captacdo e/ou transferéncia de energia para o centro de reagdo do
fotossistema II. Os danos nos pigmentos fotossintéticos sdo causados tanto pela
interferéncia do niquel no processo de transporte de elementos essenciais para a parte
aérea, como ferro e cobre, quanto pelo efeito direto do niquel nestes pigmentos e
possivelmente na desestabilizagdo das membranas, j& que o niquel foi encontrado no
mesofilo foliar. O niquel em concentracdes fitotoxicas acumula-se na regido
meristematica das raizes laterais e, por este motivo possivelmente causa paralisa¢do das
divisdes celulares causando a inibi¢ao do crescimento das raizes.

As respostas de R. communis a niquel ¢ a cromo sugerem que a espécie podera
atuar como fitoestabilizadora em locais onde as concentragdes destes metais ndo sejam
elevadas. Portanto, em &reas com cinza de carvdo a mamona poderd ser utilizada
promover a fixacdo destes elementos, evitando a saida dos mesmos por lixiviacao, ja que
as concentracdes de niquel e cromo na cinza ndo ultrapassam os limites fitotoxicos para a
mamona.

Este trabalho procurou demonstrar que as observagdes de sistemas naturais podem
servir de excelentes modelos para a formagdo de uma vegetacdo em areas severamente
degradadas, onde ¢ necessaria a implantacdo da vegetacdo, ja que esta ¢ completamente
removida dos locais de deposito. Associado a isto, os estudos em condi¢des controladas
permitem identificar a fun¢do de determinada espécie dentro do sistema. No caso da
mamona ficou claro que esta apresenta caracteristicas importantes para sistemas de
revegetacdo em funcdo das caracteristicas de crescimento e potencial de ocorréncia em
areas com diferentes condi¢cdes quimicas. Embora ndo tenha apresentado capacidade de
hiperacumulacdo dos metais pesados estudados, ela mostrou ser capaz de concentrar

metais nas raizes, o que poderia contribuir para a fixacao destes nas areas. A rusticidade
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da espécie, que € um aspecto importante para a revegetacao, possivelmente ¢ resultado da
suas caracteristicas genéticas: (i) que levam a alteragdes rapidas de estruturas, como foi
observado no espessamento da endoderme; (ii) capacidade de neutralizar efeitos de
fatores de estresse, por exemplo, via sistemas antioxidantes eficientes. Além disso, deve
estar relacionado com possiveis associagdes com micorrizas. A falta de associacdo com
micorrizas poderia ser uma das explicagdes que levaram a redugdo severa do crescimento
da mamona quando esta foi cultivada em cinza em casa de vegetagao.

Considerando os grandes incentivos que a atividade carbonifera vem recebendo
recentemente, que levardo em um curto prazo a instalagdo de novas termelétricas no sul
do Brasil, ¢ incontestavel que muitos esforgos deverao ser feitos para evitar que esta fonte
de energia seja responsavel pela contaminagdo e degradacdo de extensas areas. Acredita-
se que a implantacdo de sistemas de revegetacdo, que sigam principios mais ecologicos e
ndo puramente técnicos, sejam fundamentais para que as areas de depdsito de cinza e de
rejeito ndo se tornem apenas areas de florestamento, que ndao cumprem a fungdo de

restauracao do ambiente.
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