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RESUMO

As intensas atividades antropogénicas t€ém aumentado as concentragdes de metais pesados
no solo, por meio do uso excessivo de produtos quimicos e do descarte inadequado e
acumulo de residuos sélidos e liquidos, por exemplo, surgindo assim riscos de polui¢ao
do solo e corpos d’agua. O desenvolvimento de tecnologias sustentaveis, efetivas e de
baixo custo para recuperacdo de areas contaminadas por metais pesados ¢ de extrema
necessidade. A fitorremediacdo ¢ uma técnica, de baixo custo, que utiliza plantas na
recuperacao de solos contaminados por metais pesados. Espécies de leguminosas
apresentam caracteristicas favoraveis para crescerem rapidamente em solos degradados,
0 que ¢ uma -caracteristica importante quando considera-se o potencial para
fitorremediacdo destes contaminantes. Objetivou-se caracterizar a resposta fisiologica,
determinar a tolerancia e o potencial fitorremediador de Leucaena leucocephala aos
metais cobre e ferro. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em
delineamento inteiramente casualizado para ambos os metais. O solo foi tratado com
cinco doses, além do controle (0, 100, 200, 300, 400 ¢ 500 mg/dm? solo), em sacos de
mudas com capacidade para 2 dm?> de solo. Sementes de L. leucocephala foram semeadas
diretamente no solo contaminado e cultivadas por 120 dias. Os parametros fotossintéticos,
foram analisados; o material vegetal foi coletado e os tecidos foram separados, medidos
e pesados para avaliagdo de crescimento. Teores de clorofila e carotenoides foram
quantificados nas folhas. Foi determinado os teores de nutrientes nas plantas e no solo.
Foi avaliado a tolerancia e o potencial fitorremediador da espécie. Leucaena leucocephala
¢ tolerante as doses de cobre e ferro testadas. Os metais extraidos do solo foram
acumulados principalmente nas raizes. O conteudo de clorofilas foi reduzido, entretanto,
a taxa de fotossintese liquida ndo foi afetada pelo Cu e pelo Fe (>300 mg/dm?). L.
leucocephala apresenta potencial para o uso na recuperacao de areas degradas por Cu e
Fe, pois as concentragdes de ambos os metais tiveram reducao significativa no solo apos
o cultivo das plantas. Leucaena leucocephala ¢ fitoestabilizadora de Cu e Fe e pode ser

utilizada na fitorremediagdo de solo contaminado por esses metais.

Palavras- chave: Biomassa. Metal pesado. Contaminacao. Extracdo. Fitorremediagao.

ABSTRACT



The intense anthropogenic activities have increased the concentrations of heavy metals in
the soil, through the excessive use of chemicals and the improper disposal and
accumulation of solid and liquid residues, for example, thus resulting in risks of pollution
of the soil and water bodies. The development of sustainable, effective and low-cost
technologies for the recovery of areas contaminated by heavy metals is extremely
necessary. Phytoremediation is a technique that uses plants to recover soils contaminated
by heavy metals. Legume species have favorable characteristics to grow quickly in
degraded soils, which is an important characteristic when considering the potential for
phytoremediation of these contaminants. The objective was to characterize the
physiological response, to determine the tolerance and phytoremediation potential of
Leucaena leucocephala to copper and iron metals. The experiment was carried out in a
greenhouse, in a completely randomized design for both metals. The soil was treated with
five doses, in addition to the control (100, 200, 300, 400 and 500 mg/dm?3 soil), in seedling
bags with a capacity of 2 dm?® soil. Leucaena leucocephala seeds were sown and
cultivated for 120 days. The photosynthetic parameters were analyzed; the plant material
was collected and the tissues were separated, measured and weighed for growth
evaluation. Chlorophyll and carotenoid contents were quantified in the leaves. Nutrient
contents in plants and soil were determined. The species tolerance and phytoremediation
potential were evaluated. Leucaena leucocephala is tolerant of the tested copper and iron
doses. The metals extracted from the soil were accumulated mainly in the roots. The
chlorophyll content was reduced, however, the rate of liquid photosynthesis was not
affected by Cu and Fe (> 300 mg / dmq). L. leucocephala has potential use in the recovery
of areas degraded by Cu and Fe, as the concentrations of both had a significant reduction
in the soil after the cultivation of plants. Leucaena leucocephala is a phytostabilizer of

Cu and Fe and can be used in phytoremediation of soil contaminated by these metals.

Keywords: Biomass. Heavy metal. Contamination. Extraction. Phytoremediation.
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CAPITULO I: DESENVOLVIMENTO, TOLERANCIA E POTENCIAL
FITORREMEDIADOR DE LEUCAENA LEUCOCEPHALA CULTIVADA EM
SOLO COM EXCESSO DE COBRE

1.1 INTRODUCAO

Os micronutrientes, ou oligoelementos, os quais incluem cloro, boro, cobre, ferro,
manganés, molibdénio, niquel e zinco, geralmente, estdo presentes em
<100 mg/kg de peso seco de tecido vegetal (PILON-SMITS et al.,, 2009). Esses
elementos promovem o crescimento de Varias espéecies sob certas condigdes ambientais,
todavia, a funcéo e a concentracdo variam para cada elemento e espécie de planta. Os
micronutrientes podem ser toxicos em um limiar de concentracdo mais baixos que 0s
macronutrientes (ERNST, 2006; PILON-SMITS et al.,, 2009), podendo afetar
profundamente a distribuicdo das espécies.

O cobre (Cu) é conhecido como micronutriente redox ativo essencial para plantas
(YRUELA, 2005), funciona como cofator para varias enzimas, ajuda na estabilidade
estrutural das proteinas e desempenha papéis criticos em varios processos metabélicos,
transporte e sinalizacdo celular (KOCH et al. 1997; TURSKI; THIELE, 2009). As
propriedades redox do Cu, isto &, sua presenca na forma cuprosa (Cu *) ou cuprica (Cu ),
ajudam a executar varias funcdes estruturais e cataliticas das proteinas (SHARMA et al.,
2019).

O Cu é um oligoelemento metélico nos solos, e sua presenca depende do material
de origem (HOUGH, 2010). O contetdo total médio de Cu no solo é de cerca de 30 mg/kg
de peso seco, com pequenas diferencas entre as zonas geograficas (HOUGH, 2010), e
com menos de 10 mg/kg de peso seco em tecidos vegetais (YRUELA, 2005).

Dependendo das propriedades do solo, uma proporgdo da concentracdo total de
metal estda biodisponivel para plantas e microrganismos (DE GRYSE et al.,
2009). Muitos fatores estdo em constante interacdo e afetam a biodisponibilidade do
metal, mobilidade, absor¢do e bioacumulagdo nos vegetais, tais como: o total de metal
presente no solo; pH; teor de argila e 6xido hidratado; matéria organica e condic¢des redox;
capacidade de troca catidnica do solo; clima; deposi¢cdes atmosfericas; natureza e
qguantidade de elementos; permissibilidade do metal; interface solo-planta; atividade
microbiana na rizosfera; balango de nutrientes; seletividade e capacidade de absorc¢do das
especies (REICHMAN, 2002; ANTONIADIS et al., 2017; DOS SANTOS-ARAUJO et
al., 2017; KHAN et al., 2017).
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O pH do solo abaixo de 6 aumenta a disponibilidade de Cu (ADRIANO, 2001)
devido ao aumento das cargas variaveis positivas no solo, enquanto que a matéria
organica do solo diminui a disponibilidade de Cu devido a alta afinidade pelo Cu na
superficie de grupos funcionais (BAKSHI et al., 2014).

O Cu é um dos contaminantes mais comuns e ndo biodegradaveis do solo entre 0s
metais pesados (HOUGH, 2010). A contaminacdo por Cu em solos agricolas é muito
comum e resulta do uso frequente de fertilizantes e pesticidas para aumentar a producgéo
agricola e reduzir a incidéncia de pragas e doencas (STELLACCI et al., 2013;
GONZAGA et al., 2020). Os fungicidas a base de Cu tém sido utilizados em pomares de
frutas, vinhas e hortalicas para controlar doengas fungicas (MERRY et al., 1983); esses
fungicidas sdo a principal fonte de contamina¢do com Cu em muitas fazendas e vinhedos
de base organica (MEIER et al., 2017). A quantidade de Cu potencialmente biodisponivel
em solos de vinhedos, em que a mistura de bordeaux € usada, pode atingir até 60% do Cu
total na camada superior do solo, diminuindo em direcdo as camadas mais profundas
(PIETRZAK; MCPHAIL, 2004).

Os niveis elevados de Cu no solo podem afetar a produtividade das culturas pela
sua toxicidade, apresentando riscos para toda cadeia trofica, incluindo animais e seres
humanos (KABATA-PENDIAS, 2011). A remediacdo de solos agricolas contaminados
com Cu é de suma importancia para evitar a contaminacdo da cadeia alimentar e manter
a produtividade das culturas (GONZAGA et al., 2020).

Outra fonte relevante de residuos de Cu provém da atividade de mineracdo. Essas
atividades produzem efeitos prejudiciais significativos nos ecossistemas naturais devido
a alta quantidade de material particulado enriquecido com Cu depositado no solo, entre
outros elementos, o que reduz a cobertura e o crescimento das plantas e limita o
estabelecimento das plantas (GINOCCHIO, 2000). O descarte de residuos metalicos em
minas a céu aberto representa um sério problema ambiental em todo o mundo, pois é uma
das principais rotas de liberacdo de metais toxicos para 0 meio ambiente
(LOTTERMOSER, 2007).

O descarte inadequado desses residuos no solo, pode acarretar em um excesso de
disponibilidade de metais pesados, sendo micronutrientes ou ndo, no solo. O excesso de
um determinado metal pode ainda, dificultar a absor¢do de outros ions necessarios ao
desenvolvimento das plantas. Os limiares de toxicidade ou deficiéncia de metal dependem
de cada espécie. Concentragdes elevadas desses metais induzem efeitos toxicos, como

inibicdo de varios processos no metabolismo das plantas: as propriedades redox do Cu o
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permite ser usado por inumeras proteinas, o que pode elevar a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (PRASAD; HAGEMEYER, 1999; HUSAK, 2015; IMRAN
etal., 2019; REHMAN et al., 2019; SALEEM et al., 2019).

Em todas as fases do crescimento, altas concentraces de Cu, nas culturas
alimentares, afetam significativamente a morfologia e fisiologia das plantas (LI et al.,
2018; REHMAN et al., 2019; SALEEM et al., 2020; ZHOU et al., 2019). Anteriormente,
varios estudos, incluindo trigo e arroz mostraram que altas concentragdes de Cu no solo
reduzem o crescimento e a producdo de biomassa das plantas, por meio da atividade
bioldgica reduzida e subsequente perda de fertilidade (MOSTOFA; FUIJITA,
2013; KELLER et al., 2015).

A CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo, em 2016, publicou a
aprovacao dos valores orientadores para solos no Estado de Sao Paulo, Brasil, (Decisdo
de Diretoria n°: 256/2016/E, de 22 de novembro de 2016). A deciséo traz sobre o Cu:
valor de referéncia de qualidade de 35 mg/kg de peso seco; valor de prevencdo 60 mg/kg
e valores de intervencdo de acordo com a area, agricola, residencial e industrial,
respectivamente, 760, 2100 e 10000 mg/kg (CETESB, 2016).

Pela regulamentacdo valida no Brasil, em vigéncia, ndo consta limites proprios,
para cada metal, de poluicdo ou toxicidade, somente os valores de intervencao
estabelecidos, acima, para avaliacdo de riscos da alteracdo da qualidade do local e
implementacdo de medidas de controle (CETESB, 2017). No entanto, de acordo com o
Ministério da Ecologia e 0 Meio Ambiente, a Agéncia de Protecdo Ambiental da China e
outras autoridades reguladoras internacionais estabeleceram limites para a polui¢do do
Cu no solo, com um limite de 100 mg/kg em terras agricolas (JIN et al., 2019).

No Brasil, ha uma falta de dados acerca da relacdo solo-planta nas condicdes de
clima tropical, condic@es e tipos de solo, praticas de manejo de culturas na captacéao e
acumulacdo de metais pesados pelas plantas (DOS SANTOS-ARAUJO et al.,
2017). Como consequéncia, as relacdes solo-planta a serem usadas nas avaliacdes de risco
ou na derivacdo dos valores de triagem para toxicidade do solo ndo estdo disponiveis,
compilados, publicados e acessiveis a populacdo ou essa triagem néo foi realizada, tanto,
em todo o territdrio nacional, quanto em microrregides (DOS SANTOS-ARAUJO et al.,
2017).

A maioria das pesquisas sobre modelos de transferéncia solo-planta foi realizada
em regi0es ndo tropicais, e poucos estudos focaram nas relagdes entre as concentragdes

de metais nos solos e plantas em regides tropicais Umidas, especialmente no Brasil (DOS
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SANTOS-ARAUJO et al., 2017). Sdo escassos os estudos, no Brasil, que utilizam a
avaliacdo de riscos como procedimento complementar para determinar os impactos da
contaminacéo do solo e da agua na satde humana.

Abordar o impacto indesejavel do Cu no ambiente do solo, imobilizacdo, limpeza
do solo, métodos de fitorremediacéo, o uso in situ de materiais verdes séo frequentemente
identificados entre as melhores tecnologias disponiveis para remediar e minimizar a
contaminacéo do solo. (WANG et al., 2019a, 2019b, 2019c).

Fitorremediacdo é uma tecnologia verde, definida como o uso de plantas para
remover, conter ou tornar potenciais contaminantes inofensivos, como metais,
metalbides, oligoelementos, compostos organicos e inorganicos no solo ou na agua
(SHARMA; PANDEY, 2014). Dentre as estratégias de fitorremediacdo das plantas, a
fitoestabilizacdo é o uso de determinadas plantas para estabilizacdo de contaminantes em
solos contaminados (CHANEY et al., 1997).

Plantas adequadas para fitorremediacdo podem ser divididas em dois grupos com
base em sua fun¢éo: hiperacumuladores de metais e produtores de biomassa (ROBINSON
et al., 1998; MORENO et al., 2004). Os hiperacumuladores de metais sdo plantas que
exibem niveis mais altos de absor¢do de ions metalicos em seus tecidos, mas geralmente
ndo produzem uma quantidade alta de biomassa e apresentam uma taxa de crescimento
lenta. Sabe-se que as espécies de Brassicaceae possuem capacidades de acumulacdo de
metais muito altas (BELIMOQV et al., 2005). Os produtores de biomassa incluem plantas
que possuem alta taxa de producdo e crescimento de biomassa, embora, a capacidade de
absorcédo e acimulo de metal seja relativamente baixa (BELIMOV et al., 2005).

Estudos anteriores identificaram varias espécies adequadas para fitorremediacdo de
solos poluidos por metais, mas a maioria sdo de espécies herbaceas e arbustivas
(KOPTSIK, 2014), cuja biomassa final € menor que a das arvores. Alem disso, a
fitorremediacdo pode beneficiar a estabilizacdo do solo, a producdo de
biomassa/biocombustivel e o sequestro de carbono, uma vez que muitas espécies de
plantas mostram uma excelente capacidade de produzir biomassa e acumular varios
poluentes ambientais (AFZAL et al.,, 2014). Em geral, as plantas tratam terras
contaminadas sem destruir o solo superficial, mantendo ou melhorando a utilidade e
fertilidade do solo (ALl et al., 2013).

Portanto, é importante identificar espécies arboreas de rapido crescimento e alta
biomassa, capazes de extrair ou fitostabilizar metais em solos poluidos. Embora a

fitorremediagdo com arvores tenha recebido crescente atengdo nos ultimos anos, como o
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uso de salgueiros no Canada (COURCHESNE et al., 2017; LIU et al., 2013; PAJEVIC
et al., 2016), ha pouca informac&o sobre espécies arboreas tropicais com potencial para
fitorremediacdo de solos poluidos por metais (CAIRES et al., 2011; GOMES et al.,
2011; DA SILVA et al., 2011), inclusive no Brasil.

Para a fitoestabilizacéo, as plantas sdo usadas como cobertura de vegetacdo para
ndo apenas reduzir a mobilidade e a biodisponibilidade contaminantes no ambiente
natural, mas também a disponibilidade para entrada na cadeia alimentar humana.

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, é uma planta arbdreo-arbustiva, pioneira na
categoria sucessional, exotica, originaria da América Central, pertencente a familia
Mimosaceae. E uma leguminosa que por meio da simbiose com bactérias do género
Rhizobium promove a fixacdo do nitrogénio. Destaca-se como recuperadora de areas
degradadas pela deposicdo de rejeitos da mineragdo de Cu, alcancando 2,9 m de altura,
aos oito meses de idade, com 100% de sobrevivéncia (DRUMOND; RIBASKI, 2010).

Chaer et al. (2011) descreveram alguns resultados bem-sucedidos no Brasil
utilizando espécies de leguminosas, nativas e nao nativas, fixadoras de nitrogénio para
recuperacdo de areas degradadas pela erosdao do solo, atividades de construcdo e
mineracdo, sdo elas: A. mangium, M. artemisiana, M. caesalpiniifolia, P. guachapele, A.
auriculiformis, M. tenuiflora , E. contortisiliquum, G. sepium, Leucaena
leucocephala, e F. molucanna (em duas areas no Rio de Janeiro); M. tenuiflora, M.
caesalpiniifolia, P. guachapele, C. férrea, A. farnesiana, e a G. sepium (Rio Grande do
Norte). Foi relatado que em locais onde se acumulam residuos permanecem por longos
periodos com pouca ou nenhuma vegetacdo e a L. leucocephala é uma das plantas
utilizadas nessas acOes de revegetacao (LINS et al., 2006).

As raizes das plantas evitam a erosdo pela agua, imobilizam metais pesados e
evitam a lixiviacdo. Assim, a fitoestabilizacdo é uma técnica promissora para a
estabilizacdo a longo prazo dos rejeitos, criando um limite de vegetacdo (WANG et al.,
2017).

Apesar de todas as caracteristicas favoraveis, ndo ha estudos caracterizando 0s
aspectos fisiologicos da espécie quanto a contaminagéo e tolerancia a solo contaminado
por Cu e o potencial de fitorremediacdo de L. leucocephala, o que pode significar um
importante avanco na possibilidade de uso de leguminosas arbdreas para recuperacao de

areas impactadas.
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta fisiologica de L.
leucocephala e determinar a tolerncia da espécie a solos contaminados por Cu,

avaliando, ainda, o efeito na fotossintese e o potencial fitorremediador.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Instalagdo do experimento, caracterizagdo das amostras e delineamento
experimental

O solo foi coletado, superficialmente (camada de 0 — 20 cm), de uma propriedade
agricola (17°30°051°’S; 50°37°722”’a 580 m de elevagdo) em Rio Verde- GO, centro-
oeste do Brasil, uma das regides responsaveis por grande parte da producédo de grédos do
pais, onde, também, se encontra o bioma Cerrado. O histdrico da area € de cultivo de soja
e milho nos dois anos anteriores a coleta de solo. Apds a coleta, o solo foi destorroado,
homogeneizado em betoneira, passado em peneira de 2 mm de abertura de malha e
espalhado em lona para secar ao ar.

Duas amostras compostas, cada uma com 10 sub amostras, do solo foram retiradas
para a caracteriza¢do quimica (RAIJ, 1991) e classificacdo textural (EMBRAPA, 2018).
O solo em estudo, Latossolo Vermelho Distroférrico, apresenta acidez média e saturacédo
por bases alta (pH 5,38 e V% 59); soma de bases- SB de 71,1 mmolc/dm?, rico em bases
trocaveis, especialmente Ca?* (51 mmolc/dm?®), K* e Mg?* (14,06 e 6 mmolc/dm?); acidez
potencial (A" + H*) de 50 mmolc/dm?®; com 45,9 g/dm® de matéria organica; e possui
boa capacidade de troca catibnica- CTC (121 mmol/dm®). De acordo com as
caracteristicas acima, o solo se caracteriza por ter textura muito argilosa, rico em
nutrientes (eutréfico), e a CTC deste solo pode reter mais da metade de cations trocaveis,
de acordo com Abreu et al. (2001), na camada de 0 — 20 cm.

De acordo com a analise de micronutrientes (RALJ et al. 2001), o solo apresenta
altos teores de Mn, Fe e Cu (73,7; 52,3; e 4,4 mg/dm? respectivamente); médio teor de
Zn (1,0 mg/dmq); e baixo teor de B (0,4 mg/dm?). Os altos teores de micronutrientes e
matéria organica se devem tanto pela intensa atividade agricola praticada no local
anteriormente (rico em nutrientes), quanto pela natureza do solo, com devida atencdo ao
teor de Cu disponivel.

Um volume de solo de 2 dm? foi acondicionado em sacos plésticos transparentes e
armazenados em casa de vegetacdo para contaminacao artificial do solo. Os niveis de Cu
testados foram: 0 (controle), 100, 200, 300, 400 e 500 mg Cu/dm?® de solo. As solucdes

foram preparadas utilizando sulfato de cobre pentahidratado na concentragéo de 10 g/L.
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Os volumes 0, 20, 40, 60, 80 e 100 ml desta solucéo foram diluidos até formar o volume
total de 400 ml de agua e adicionado a cada unidade experimental de solo (2 dm®). Apds
esse procedimento, o solo foi homogeneizado manualmente e permaneceu incubado por
15 dias (LIMA et al., 2019), para estabilizacdo do metal ao solo. Apds o periodo de
incubacdo, as amostras de solo compostas foram submetidas a analise quimica de
disponibilidade de cobre, por meio do método de DTPA e leitura por espectrometria de
absorcdo atdbmica em chamas- AAS (RALJ et al., 2001), para obter a concentracdo
disponivel de Cu, apos os tratamentos. O solo foi transferido para sacos de muda com
capacidade para 2 dm? de solo.

A viabilidade das sementes de L. leucocephala, adquiridas comercialmente, foram
submetidas ao teste de Tetrazolio, conforme descrito por Brasil (2009). De acordo com o
resultado, as sementes do lote adquirido apresentaram 100% de viabilidade para
germinacao.

As sementes foram selecionadas manualmente e visualmente de acordo com seu
vigor para homogeneidade nos parametros visiveis. Previamente ao plantio, as sementes
foram escarificadas mecanicamente, embebidas em &gua durante 24 horas e entdo foram
semeadas cinco sementes por unidade experimental. Posteriormente, foi realizado o
desbaste e o0 experimento foi conduzido com uma planta por unidade experimental.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo tendo duracdo de
aproximadamente 120 dias da semeadura a coleta. Para cada um dos seis tratamentos
foram utilizadas cinco repeticdes biolégicas compostas por um individuo em cada
unidade experimental, totalizando 30 unidades experimentais, em delineamento
inteiramente casualizado. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, sem
controle de temperatura e com irrigacdo controlada, nas dependéncias do Laboratério de
Fisiologia do Metabolismo Vegetal, na UNESP, Faculdade de Engenharia de llha

Solteira- SP, Brasil, de agosto a novembro de 2018.

1.2.2 Avaliacédo de trocas gasosas

Para determinacdo da resposta fotossintética das plantas, foi realizada uma medida
de trocas gasosas em cada repeticéo, ao final de 120 dias, utilizando um analisador portatil
de trocas gasosas, CIRAS-3 (Portable Photosynthesis System- PP Systems), de acordo
com as condi¢des ambientais. As medidas foram realizadas em folhas completamente
desenvolvidas e aparentemente saudaveis, na regido da segunda ou terceira folha abaixo

do meristema apical, entre as 09:00 e as 12:00 horas da manh@, para todos os tratamentos.
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As seguintes configuragfes para trocas gasosas foram ajustadas: dois foliolos
dentro da cubeta universal da folha PLC3 (18 x 25 mm); 390 umol/mol* de CO; de
referéncia; 60% de referéncia de agua (umidade); fluxo da cubeta de 300 cc/min?; fluxo
do analisador de100 cc/mint; fonte de luz ambiente; sensor de radiacio infravermelho
(IR) para medicdo da temperatura da folha; area foliar de 4,50 cm?; resisténcia da camada
limite de 0,40 m?/s/mol*; relagdo estomacal de 50%; com calibragio do sistema auto -
zero. Os seguintes parametros foram analisados: taxa fotossintética (A, pmol CO2 m?/s);

condutancia estomatica (gs, mol H.0 m?/s) e transpiracdo (E, mmol H2O m?/s).
1.2.3 Coleta e determinacéo de compostos

Ao final de 120 dias de cultivo foi feita a coleta do material vegetal, separado em
parte aérea (folhas e caule) e raizes, lavados em agua destilada e secos com papel toalha.
Foram mensurados comprimento (cm) do caule e das raizes; e contado o numero de folhas
completamente desenvolvidas. Determinou-se a massa (g) fresca da parte aérea e das
raizes. Todas as medidas de crescimento vegetal foram realizadas de acordo com
Benincasa (2003).

As folhas, ainda frescas, foram utilizadas para quantificacdo de clorofilas (a, b e
total) e carotenoides totais. Foi utilizado DMSO para a extracdo de clorofila e
carotenoides e as leituras foram feitas a 645 e 663 nm, para clorofilas e a 480 nm, para
carotenoides, de acordo com Hiscox e Israelstam (1979) e Wellburn (1994)
respectivamente. Posteriormente, o restante das folhas e raizes foram acondicionadas em
sacos de papel e postos para secar em estufa de circulagdo forgcada a 60 °C por 76 horas.
Apos secos, foram pesados para obtencdo da massa (g) seca total e moidos.

1.2.4 Determinacéo do teor de cobre nos tecidos vegetais e no solo

As amostras secas e moidas de folhas e raizes, foram utilizadas para analises de
disponibilidade de Cu, dos quais pelo calculo do acimulo no remanescente de matéria
seca foram mensuradas as taxas de liberagdo de nutrientes no tempo, conforme
metodologia descrita por Malavolta et al. (1997): 250 mg do extrato vegetal seco foi
digerido em 3 ml de &cido HNOz3: HCIO4 solugdo (5: 1 v/v) por 12 h. Depois disso, a
temperatura do bloco digestor foi aumentada em 50 ° C a cada 30 minutos até atingir 200
° C e completou a digestdo do material vegetal. O extrato transparente resultante foi

ajustado para 25 ml com agua milli-Q que foi usada para detectar a concentracdo de Cu
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em um espectrometro de absorcdo atdmica de chama (FAAS). Esses resultados foram
utilizados para os calculos de fitoextragao.

Apbs o cultivo de L. leucocephala, amostras compostas de solo de cada tratamento,
foram submetidas a analise quimica de disponibilidade de Cu, novamente, afim de
comparar os teores de Cu disponiveis no solo, e verificar se houve ou néo reduc¢éo do teor

de Cu disponivel.

1.2.5 Determinacédo do potencial fitorremediador

Utilizando-se os dados de massa e quantidade acumulada de Cu, foram realizados
os calculos para determinacdo do potencial fitorremediador: indice de tolerancia (IT) e
indice de translocagdo (IT%) de acordo com Rahman et al. (2013), fator de transferéncia
(FT) de acordo com Lubben e Sauerback (1991). Onde, IT é a biomassa total de cada
tratamento/biomassa total do controle; IT% é a concentracdo de metais pesados da parte
aérea/concentracdo de metais pesados da parte aérea e das raizes, multiplicado por 100 e
FT € a concentracdo de metais pesados nas plantas/concentracdo de metais pesados na
solucédo do solo.

A partir desses indices, foi determinada a eficiéncia de remocao (E%) de Cu, dada
pela seguinte equacao: E%= (QPA/QR)*100 (QPA: quantidade acumulada de Cu na parte
aérea, em mg/vaso® e QR: quantidade acumulada total de Cu a ser extraido do solo, em
mg/vaso?, de acordo com Jorge et al. (2010).

Com os dados da média de Cu e biomassa total seca (raiz e parte aérea), foram
calculadas as seguintes equacdes: (1°) total de metal absorvido por tratamento — TM, em
g/kg: TM = (MR + MA)/2 (MR: metal absorvido pela raiz; MA: metal absorvido pela
parte aérea, dividido por dois para resultar no TM de uma planta inteira); (2°) acimulo
relativo de metal por tratamento — ART, em g/kg: ART = (TM*BS)/E (BS: média da
biomassa total seca do tratamento em g; E: peso da amostra de extragdo de 4x que é igual
a 19); (3°) acumulo relativo de metal por planta, em g/kg: ARP = ART/R (R: numero de
repetices). O termo tratamento, utilizado nesses célculos, é a média das repeticdes de
cada concentragdo testada, nesse caso, foram utilizadas 5 repeti¢des. Com base nessas
equacdes pdade se calcular o acimulo relativo de Cu por planta (ARP).

O tempo de remocao - T, em anos, necessario para reduzir em 100% o teor de Cu
do solo, foi calculado pela formula: T = (R/E%)/NC (R: porcentagem de Cu a ser
removida do solo, nesse caso foi atribuido em 100%; E%: eficiéncia de remog&o e NC:

numero de ciclos da cultura (JORGE et al. 2010). O percentual de remocéo de Cu foi
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arbitrado em 100%. Uma vez que a L. leucocephala é uma planta arbéreo-arbustiva de
ciclo longo, podendo ser cultivada por anos, por isso, nestes calculos consideramos o NC
= 3 anos.

Assim como o célculo de acumulo relativo dos metais por planta, o tempo
necessario para reduzir 100% dos metais sdo dados estimativos, para descrever a projecdo
do potencial fitorremediador da L. leucocephala em relagéo ao excesso de Cu no solo e
ndo sobre a fracdo total do solo. A concentracdo total de metais no solo permanece
inalterada durante o processo de remediacdo, mas a biodisponibilidade deles foram

substancialmente reduzidas, sendo o foco de estudo.

1.2.6 Analise estatistica

Foi realizado estudo de outlier antes da analise estatistica, afim de retirar os dados
discrepantes entre os tratamentos. Os dados foram analisados através do software
SISVAR (FERREIRA, 2019). A hipotese da normalidade foi testada pelo teste de
Shapiro-Wilk, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) sendo aplicado o teste F a
5% de probabilidade para detectar as diferencas entre os tratamentos. Quando encontrada
diferenca significativa para cada variavel foi realizada a analise de variancia na regressao,
sendo 0 modelo verificado a partir do p-valor do desvio da regresséo (nédo significativo)
e 0s modelos de regressdo polinomial selecionados baseados nos coeficientes de

determinacéo (R?) superiores, dentre as regressdes significativas pelo teste F.

1.3 RESULTADOS
1.3.1 Aspectos fisiologicos

As plantas de L. leucocephala cultivadas em solo com excesso de cobre foram
coletadas aos 120 dias de cultivo e seu desenvolvimento pode ser observado na Fig. 1.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para clorofilas a, b e total, o
acumulo de clorofilas de 0 a 200 mg Cu/dm? de solo foi maior (Tabela 1 e Fig. 2). A partir
da dose de 300 mg Cu/dm® de solo, o acimulo de clorofilas foi baixo devido a
concentracdo alta de cobre no solo (Tabela 1 e Fig. 2). O acumulo de carotenoides néo
diferiu estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 1).

A taxa de transpiracdo (E) e a condutancia estomatica (gs) diferiram
estatisticamente entre os tratamentos, a média dos tratamentos 300 a 500 mg Cu/dm? de

solo foram altos, em relacdo as doses baixas de cobre. A taxa de fotossintese liquida (A)
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de L. leucocephala ndo apresentou diferenca significativa estatisticamente (Tabela 2 e
Fig. 3).

Quanto as medidas de crescimento de L. leucocephala, nimero de folhas,
comprimento do caule, massa fresca da raiz e da parte aérea e biomassa fresca ndo
apresentaram diferenga estatistica (Tabelas 3 e 4). Apenas o comprimento da raiz e
biomassa seca diferiram estatisticamente entre os tratamentos, evidenciando maior
comprimento entre as doses de 200 a 500 mg Cu/dm? de solo e maior biomassa seca no

tratamento de 400 e 500 mg Cu/dm? de solo, evidenciado na Fig. 1.

1.3.2 Toleréncia e potencial fitorremediador

A biodisponibilidade média de Cu no solo, antes e depois do cultivo de L.
leucocephala, esta descrito nas Fig 6. A disponibilidade de Cu, antes e depois do cultivo
de L. leucocephala, apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. A
concentracdo de Cu no solo, antes do cultivo, foi de: 3,20; 38,50; 65,00; 105,70; 1255 e
161,12 mg Cu/dm? de solo, para os tratamentos de 0 a 500 mg Cu/dm® de solo,
respectivamente. A concentracdo de Cu no solo, depois do cultivo, foi de: 2,40; 18,40;
42,60; 62,50; 90,90 e 121,10 mg Cu/dm? de solo, respectivamente. A diferenca entre a
disponibilidade inicial e final foram de: 0,80; 20,10; 22,40; 43,20; 34,60 e 40,02 mg
Cu/dm? de solo. Fica evidente a reducéo de Cu no solo apds o cultivo de L. leucocephala
de acordo com a Fig. 6.

Com os dados de biomassa acumulada, foi calculado o indice de tolerancia- IT de
L. leucocephala ao Cu. Os indices de tolerancia da L. leucocephala ao Cu foram: 0,98;
1,16; 1,03; 1,33 e 1,60, de 100 a 500 mg Cu/dm?® de solo, respectivamente. De acordo
com isso, a L. leucocephala é altamente tolerante as doses de 100 a 400 mg Cu/dm? de
solo. Os valores encontrados para o fator de transferéncia — FT, solo- planta, de 0 a 500
mg Cu/dm?3 de solo foram: 3,91; 0,64; 0,82; 0,36; 0,38 e 0,37, respectivamente. Na Fig. 7
podemos observar o teor (%) de Cu nas raizes e o indice de translocacéo (1T%) de Cu
para a parte aérea. Aproximadamente 80,41% do Cu extraido do solo, foi acumulado nas
raizes e 19,59% de Cu foi translocado para a parte aérea de acordo com a Fig. 7.

Com base na biomassa seca das plantas e fator de absorcao e teor de Cu acumulado,
calculou-se a média do actimulo relativo de Cu (mg/kg de uma planta) por L.
leucocephala em cada tratamento (Fig. 8). O acumulo relativo (mg/kg) de Cu por
biomassa seca (mg/kg) de L. leucocephala entre os tratamentos de 100 a 500 mg Cu/dm?®
de solo foi: 2,00; 4,00; 11,00; 7,00; 11,00 e 17,00 mg Cu/kg de biomassa seca, uma média
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de aproximadamente, 50 mg Cu/kg de biomassa, considerando a biomassa média das
cinco repeticdes/tratamento (Fig. 8). A eficiéncia de remocgdo (E%) de Cu por L.
leucocephala ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos de 100 a 500
mg Cu/dm? de solo, e os valores de E% foram: 31,82; 41,15; 17,98; 19,12 e 25,60%,
respectivamente.

Considerando os tratamentos de 100 e 200, o E% foi de aproximadamente 36,49%
de Cu removido do solo, e o0 tempo necessario para remover 100% de Cu seria de nove
meses, aproximadamente, com diferencas entre os tratamentos (Fig. 9). O E% de Cu é
menor para os tratamentos acima de 300 mg Cu/dm?® de solo: com cerca de 18,57% de
eficiéncia de remocéo de Cu foi removido do solo. O tempo de remocao de Cu no solo
nos tratamentos de 300 a 500 mg Cu/dm? de solo é de aproximadamente um ano e oito

meses, de acordo com a Fig. 9.

1.4 DISCUSSAO
1.4.1 Aspectos fisioldgicos, tolerancia e potencial fitorremediador

Danos ao aparato fotossintético, sensivel ao Cu, podem refletir alteragdes no
crescimento, ao longo do desenvolvimento. O excesso de Cu pode afetar negativamente
o funcionamento dos cloroplastos (SHIKANAI et al., 2003; ABDEL-GHANY et
al., 2005) com consequente formacdo de espécies reativas de oxigénio (SANCENON et
al., 2004). Com isso, a determinacdo do teor de clorofilas nas folhas é um importante
parametro bioldgico para a avalia¢do do estresse das plantas (REHMAN et al., 2019).

Em Leucaena leucocephala, o excesso de cobre influenciou no contetdo de
clorofilas, com reducdo a partir do tratamento de 300 mg Cu/dm? de solo e esses dados
diferem dos resultados encontrados por Hammerschmitt et al. (2020), os quais nédo
apresentaram diferencas significativas observada para clorofila a, b e total, nas folhas de
péssego, Prunus salicina Lindl, (cv. Genovesa), com adi¢do de cobre e zinco no solo.
Este efeito negativo, no acumulo de clorofilas, ndo é percebido no conteudo de
carotenoides, o0 mesmo relatado por Hammerschmitt et al. (2020).

Altas concentragbes de Cu, nas folhas podem ser tdxicas, interrompendo o
transporte de elétrons entre os fotossistemas, resultando em um fluxo de elétrons
reduzido, conforme descrito para as folhas de Nicotiana tabacum, (cv. John Williams
Broadleaf) por (BURDA et al., 2003).

Estudos anteriores mostraram que altas concentragdes de Cu (> 20 mg/l) inibem o
processo fotossintético (LIDON; HENRIQUES, 1991; BIBI; HUSSAIN, 2005;
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VASSILEV et al., 2002), entretanto, a taxa fotossintética de L. leucocephala ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos de Cu, resultado semelhante ao de L. monopetalum,
aniveis excessivos de Cu de até 15 mmol/I (1.000 mg Cu/l) (CAMBROLLE et al., 2013).

Foram observadas algumas respostas a toxicidade de Cu nas plantas de milho,
cultivadas com altas concentragdes de Cu no solo (150 mg Cu/kg), tais como o
fechamento estomatico e a reducdo da conduténcia estoméatica (PAULA et al., 2015),
assim como, menor densidade e menor tamanho dos estdmatos, além de diferencas
estruturais nos lados adaxial e abaxial (SAGARDOY et al., 2010). A reducdo
da transpiragdo e a diminuicdo do numero dos estdmatos ocasiona e diminui a perda de
agua para a atmosfera em plantas sujeitas a aplicacdo de altas doses de Cu no solo, devido
a diminuicdo da condutancia estomatica (PAULA et al., 2015).

No entanto, a média da condutancia estomatica e da transpiracdo, em L.
leucocephala, diferiram entre si (Fig. 3). O acimulo de clorofilas e a taxa de transpiracao
de L. leucocephala diminuiu com o aumento das doses de Cu (> 300 mg/dm?q) e a taxa de
conduténcia estomética aumentou. Embora o excesso de Cu tenha diminuido o acumulo
de clorofilas e a taxa de transpiracdo, a taxa de fotossintese liquida ndo foi afetada,
portanto, o excesso de Cu (> 300 mg/dm?) parece ndo afetar diretamente o processo
fotossintético.

Marques et al. (2019) avaliaram o desenvolvimento de P. dubium
(Caesalpinioideae), arborea nativa do Brasil, sob os tratamentos 0 (controle), 100, 200 e
400 mg/kg de cobre (sulfato de cobre). Plantas com 150 dias foram transplantadas para
vaso de solo que posteriormente foram contaminados com 0s respectivos tratamentos de
cobre. As medidas de trocas gasosas foram avaliadas aos 15 e 120 dias de cultivo (plantas
com 165 e 270 dias), respectivamente, e as medidas de crescimento foram avaliados aos
120 dias apos a aplicacédo do Cu.

Segundo Marques et al. 2019, o excesso de Cu no solo, apds 15 dias de cultivo,
afetou negativamente a taxa de fotossintese liquida e a transpiracéo de P. dubium sob os
tratamentos de 200 e 400 mg Cu/dm? de solo, resultado semelhante Yruela, 2005. No
entanto, apds 120 dias de cultivo, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos
parametros, acima. No presente estudo, essas mesmas doses de Cu no solo ndo
interferiram na taxa de fotossintese liquida, aos 120 dias de cultivo, expostos ao excesso
de Cu no solo.

Os principais sintomas do excesso de Cu nos tecidos das plantas sdo 0 aumento da

espessura das folhas, a diminuicdo da superficie das folhas e o dobramento das folhas,
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resultando em perdas consideraveis no rendimento das culturas (PANOU-FILOTHEOQOU
et al., 2001), Outros autores relatam que as plantas que sofrem com a toxicidade do Cu
parecem atrofiadas, com coloracdo azulada, e eventualmente amareladas ou
amarronzadas (REHMAN et al., 2019). No entanto, ndo foram observados quaisquer
desses sintomas de fitotoxicidade em L. leucocephala (Fig. 1).

A reducdo da producdo de biomassa da planta é uma resposta comum em plantas
cultivadas em solo com excesso de Cu, essas plantas apresentaram reducéo significativa
na sua biomassa, por exemplo em Brassica napus L (PIETRZAK; UREN, 2011; Ll etal.,
2018). Ha relatos de reducdo na massa seca das plantas de Festuca arudinacea L.
e Lolium perene expostas ao estresse por Cu, reducdo do crescimento da parte aérea e de
raizes em Arabidopsis thaliana L. (ZHAO et al., 2010; KOLBERT et al., 2012).

O excesso de Cu resultou no crescimento inibido das plantas e no comprometimento
dos processos celulares, por exemplo, transporte de elétrons fotossintéticos relatados por
Yruela 2005, por exemplo, P. dubium, apresentou reducdo significativa no
crescimento/biomassa em solo com excesso de Cu (MARQUES et al., 2019).

Ao contréario dos resultados de P. dubium, relatados por Marques et al., 2019, ndo
houve reducdo de biomassa, o desenvolvimento foi uniforme e isso demonstra que o
excesso de cobre ndo afeta negativamente os parametros de crescimento e acumulo de
biomassa em L. leucocephala. O caule apresentou 19 cm de altura, com 8 folhas
completamente desenvolvidas, e 4,99 g de biomassa fresca em média, sem diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 3 e 4).

As raizes de L. leucocephala atingiram/percorreram todo o perfil do solo em vaso,
e de acordo com os dados, houve maior comprimento de raizes nos tratamentos a partir
de 200 mg Cu/dm? de solo, principalmente nos tratamentos de 400 e 500 mg Cu/dm? de
solo, assim como, para biomassa seca (Tabela 3 e 4, Fig. 4 e 5). Entretanto, o volume,
comprimento e biomassa de raizes de P. dubium, foram severamente comprometidas
devido ao excesso de Cu (MARQUES et al., 2019).

Diferentemente, dos relatos acima, no geral, houve incremento de biomassa (g) nos
tratamentos de 400 e 500 mg Cu/dm?®de solo em relag&o ao tratamento de 100 mg Cu/dm?®
de solo, para comprimento da raiz e biomassa seca (Tabelas 2 e 3 e Fig. 5 e 6). O aumento
da producdo de biomassa € uma resposta importante ao desenvolvimento de L.
leucocephala exposta a concentracGes excessivas de Cu, embora o conteudo de clorofilas
e a taxa de transpiracdo tenham diminuido, isto é, 0 excesso de Cu presente no solo parece

ndo afetar diretamente o processo fotossintético e a fixacéo de carbono.
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A biodisponibilidade de nutrientes e metais no solo pode mudar em uma éarea de
acordo com as variages locais de pH e a capacidade de acidificacdo das plantas
(MARSCHNER et al., 1986). Houve uma pequena variacdo de pH no solo, antes do
cultivo, o pH foi de 5,38 e apos o cultivo de L. leucocephala o pH do solo aumentou para
6,2, mas dentro da faixa ideal de pH para disponibilidade de Cu, isto é, ndo houve
acidificacdo do solo, de acordo com Malavolta et al. (1997). A biodisponibilidade de Cu
no solo néo foi afetada pela acidificacéo do solo.

As concentracdes tdxicas de cobre para as plantas sdo ainda pouco conhecidas, alvo
de discussdo, porém sdo concentracdes variadas, para espécies arboreas tropicais nativas
ndo cultivadas. De acordo com Raij et al. (2001), sdo consideradas concentragdes
excessivas de Cu, potencialmente toxicas, os teores superiores a 10,00 mg Cu/dm? de
solo. Teores de 0,00 a 10,00 mg/dm?3 no solo sdo concentragdes adequadas/normais de Cu
no solo (RAIJ et al., 2001).

Outros autores consideram que acima de 100 mg Cu/kg de solo séo considerados
toxicos para a maioria das plantas (SILVA et al., 2011; ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000) e
podem causar uma reducdo no desenvolvimento das plantas. Concentracfes de cobre no
solo, variando de 40 mg/kg para solo arenoso e 100 mg/kg para solo argiloso tem sido
considerada toxicas para as plantas de acordo com Accioly e Siqueira, 2000.

A alta disponibilidade de Cu no solo, antes e depois do cultivo das plantas (100 a
500 mg Cu/dm? de solo) sdo consideradas concentracdes de Cu excessivas no solo (Fig.
6) de acordo com Raij et al. (2001). No entanto, segundo Silva et al., 2011; Accioly e
Siqueira, 2000, os tratamentos acima de 300 mg Cu/dm?® de solo, antes do cultivo,
apresentam disponibilidade de Cu, superior a 100 mg Cu/dm?®de solo, isto é, concentracio
excessiva, igualmente para o tratamento 500, depois do cultivo de L. leucocephala.

Marques et al. (2019), detectaram valores de 24, 45 e 86 mg Cu/kg entre 0s
tratamentos de 100, 200 e 400 mg Cu/kg de solo, respectivamente, indicando que, em
média, 21% de Cu foi reduzido. No presente trabalho, as concentracGes de Cu, apos o
cultivo de L. leucocephala para os mesmos tratamentos foram: 18,4; 42,6; e 90,9 mg
Cu/dm?3de solo e a diferenca de Cu no solo foi de 25,92% de reducéo. E considerando os
tratamentos acima de 100 resultou em 32,33% de reducgéo de Cu no solo.

A partir dos dados de biomassa acumulada, pode-se calcular o indice de tolerancia
de L. leucocephala ao Cu. A classificacdo de tolerante ou ndo se baseia nos seguintes
parametros: (a) 0- 0.5: ndo tolerante; (b) 0.5-1.0: tolerante de acordo com Jia et al. (2017),

sendo assim, a L. leucocephala é tolerante as doses de Cu testadas. A tolerancia ao Cu
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pode ser atribuida a capacidade da planta em acumular metal em suas raizes e impedir a
translocacdo para as folhas, conforme proposto por Cambrollé et al. (2013). A L.
leucocephala demonstrou uma alta tolerancia ao excesso de Cu, como indicado por varias
avaliacdes (medidas de crescimento e trocas gasosas) comumente usadas de limiares de
toxicidade de metais.

Plantas que se desenvolvem em solos contaminados adaptam mecanismos de
tolerancia, os quais vao da exclusdo de metais (ndo absorcao) ao sequestro de metais em
tecidos especificos (VIEHWEGER, 2014). L. leucocephala se desenvolveu, desde a
germinagdo, em solo j& contaminado com os tratamentos de Cu e alem de sua alta
tolerancia, teve um crescimento aumentado, sob concentragcdes excessivas de Cu, com
consequente maior producdo de biomassa (Fig. 5), devido a adaptacdo de seus
mecanismos.

P. dubium (MARQUES et al., 2019) foi transplantada (com 150 dias de idade) para
0 solo contaminado, e aos 15 dias expostas ao Cu néo foi suficiente para adaptar seus
mecanismos de tolerancia, e isso explica o fato de a taxa de fotossintese liquida ter
diminuido significativamente nos tratamentos de 200 e 400 mg Cu/kg de solo
(MARQUES et al., 2019). Entretanto, ap6s 120 dias de cultivo fez-se uma nova anélise e
os parametros fotossintéticos ndo foram afetados, indicando um periodo de adaptacéo e
tolerancia ao Cu.

Pesquisas recentes investigaram o mecanismo de transferéncia solo-raiz-folha de
metais pesados (YIN etal., 2011; KHAN et al., 2016). O fator de transferéncia - FT indica
a capacidade de uma planta de translocar ou transferir metais de suas raizes para sua parte
aérea. O valor de FT menor que 1, indica que o metal foi acumulado nas raizes das plantas
e valores maiores de FT indicam translocacdo do metal para a parte aérea da planta
(ESRINGU et al., 2014). Os valores de FT em L. leucocephala, indicam que o Cu é
acumulado, nas raizes.

Além de restringir o transporte de metais para as folhas, as plantas apresentam uma
variedade de mecanismos diferentes para se protegerem contra o estresse causado por
metais pesados. Tais mecanismos incluem compartimentalizacdo e sequestro subcelular,
concentrando efetivamente o metal no sistema radicular da planta (HALL, 2002). A
diminuicdo do transporte de Cu para a parte aerea é importante devido aos efeitos toxicos
do excesso de concentragdo do metal nas folhas, o que pode causar graves danos
ultraestruturais e no aparato fotossintético (DE FREITAS et al., 2015).
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Segundo o IT% de L. leucocephala, aproximadamente, 19,60% do Cu foi
translocado para a parte aérea (100 a 500 mg Cu/dm?®), e 80,41% do teor de Cu no solo
foi absorvido e acumulado nas raizes (Fig. 7), resultado semelhante descrito por Lins et
al. (2006) e por Tiecher et al. (2017), em que mais de 80% do cobre e zinco absorvido
pelas plantas foram acumulados nas raizes das plantas de videira. Yang et al. (2011)
relataram, também, maior acimulo de metais em raizes (6rgaos menos sensiveis, como
estratégia de sobrevivéncia, enquanto, nas folhas (6rgdos mais sensiveis, com aparato
fotossintético), os teores de metais eram menores. De acordo com 0 FT e 0 IT% a L.
leucocephala acumula Cu no sistema radicular, indicando uma estratégia de
fitoestabilizacdo de Cu.

Altas concentracfes de Cu no solo reduz significativamente a produtividade das
plantas e o rendimento das culturas (RIZWAN et al., 2016) e o efeito negativo da
toxicidade do Cu é, principalmente, no crescimento e na morfologia das raizes, porque o
Cu é absorvido e acumulado nas raizes, dificilmente translocado para parte aérea da planta
(REHMAN et al., 2019). No entanto, ndao foram observados sintomas de toxicidade de
Cu nas raizes, tampouco reducdo da arquitetura radicular de L. leucocephala,
possivelmente, devido a estratégia de compartimentalizacdo de Cu no tecido radicular.

Podem haver diferentes caracteristicas de absorcdo nas plantas, tanto absorcédo e
acumulo das raizes quanto para a parte aérea, devido a variabilidade genética das espécies
vegetais (DUDKA; MILLER, 1999). Modelos mecanicistas, equagdes que preveem
concentracdes de metais pesados acumuladas nas plantas ainda ndo foram
suficientemente desenvolvidas, muito menos validados em condi¢bes de campo
(SWARTIJES, 2011).

Pode- se concluir que com o aumento da biomassa (mg/kg) de L. leucocephala,
também, aumenta a absorcdo e o acimulo de Cu nos tecidos das plantas (Fig. 8). Esse
tempo de remoc¢édo foi calculado com base nos dados de biomassa produzida por L.
leucocephala em aproximadamente 120 dias, isto &, estagio de plantula ainda. Com maior
tempo de cultivo, mais biomassa sera produzida e, portanto, mais Cu poderad ser
absorvido.

Algumas espécies de plantas podem regular a biodisponibilidade dos metais no solo
(MURRAY et al., 2009) e reduzir a biodisponibilidade na zona da raiz (DE VRIES et
al., 2007). Algumas espécies de plantas acumulam grandes quantidades de metais, sendo

extremamente tolerantes a um certo contaminante no solo e outras apresentam alta
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tolerancia, mas acumulam baixas concentra¢des de metal em seus tecidos (SWARTJES
et al., 2007).

Comparando a idade das arboreas, L. leucocephala e P. dubium (120 e 270 dias),
tempo de cultivo exposto ao metal (120 dias), cultivadas sob os mesmos tratamentos,
pode se considerar que L. leucocephala tem maior toleréncia e capacidade de absorgéo e
acumulo de Cu em seus tecidos, com alta producdo de biomassa, do que P. dubium
(MARQUES et al., 2019). Devido aos resultados encontrados L. leucocephala é tolerante
as doses de Cu, e tem potencial para absorcdo e acumulo de Cu, ou seja, apresenta

potencial para a fitoestabilizacdo de Cu no solo.

1.4.2 Perspectivas para o estudo de espécies leguminosas com alta producdo de
biomassa na fitorremediacdo de elementos potencialmente toxicos

Estudos realizados em areas contaminadas por metais pesados indicam (ou
sugerem) que arvores, especialmente as leguminosas ou pioneiras tém maiores taxas de
sobrevivéncia nesses locais, pois se desenvolvem em ambientes de sucessdo
precocemente (MALMER, 2007, MENGE; CHAZDON, 2016), como € o caso de L.
leucocephala. Alguns exemplos de géneros das espécies arbOreas mencionadas sao:
Albizia (SINGH et al., 2004; GREIPSSON, 2011), Senegalia e Leucaena (MENSAH,
2015). Além disso, é importante entender as respostas morfofisioldgicas das plantas
expostas a metais pesados para a selecdo e identificacdo de espécies em potencial que
possam ser utilizadas na recuperacdo de areas contaminadas (MARQUES et al., 2019).

De acordo com Asensio, et al. (2019), arvores nativas brasileiras,
como Myracrodruon urundeuva (aroeira) ou Cedrela fissilis (cedro rosa) apresentaram
capacidade de imobilizar o Cu, e ambas tém potencial para atuar como fitoextratora e
fitoestabilizadora de Cu em solos contaminados.

A selecdo das espécies de plantas apropriadas para absor¢cdo e acuimulo de metais
pesados é uma das considera¢Ges mais importantes no processo de fitorremediacdo. As
especies devem ser capazes de tolerar altos niveis de metal e condigdes extremas do solo,
como alta acidez, salinidade ou alcalinidade (WU et al., 2013). As plantas
para revegetacdo devem ter outros atributos favordveis, como sistemas densos de
enraizamento, taxas de crescimento relativamente rapidas e alta producdo de biomassa
(MARQUES et al., 2009).

A L. leucocephala apresenta tais atributos; no entanto, as plantas consideradas

apropriadas precisam ter capacidade de absorver e acumular um teor consideravel de
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metal em seus tecidos, o0 que pode ser constatado em L. leucocephala, uma vez que houve
acumulo de uma consideravel concentracdo de Cu em suas raizes.

A L. leucocephala é tolerante até 500 mg/dm?® solo de Cu e por isso pode ser
cultivada em areas contaminadas por Cu para remediacdo do solo e reestabelecimento
vegetal do local, enriquecimento e melhoria das condi¢fes dos solos, sombra para
cultivos, controle de eroséo, alimentagdo animal e produgéo de energia (lenha e carvao).
A espécie associa-se simbioticamente com bactérias do género Rhizobium, que fixam até
500 a 600 kg/ha'/ano de nitrogénio (DRUMOND; RIBASKI, 2010).

Também apresenta potencial para ser usada como forrageira, os frutos, a folhagem
e 0s ramos delgados verdes ou fenados sdo utilizados na dieta de bovinos, caprinos,
porcos e outros animais domesticos. A quantidade de proteina bruta nas folhas esta em
torno de 20%, sendo que a folhagem e os frutos mais novos chegam a apresentar teores
de até 35% (DRUMOND; RIBASKI, 2010), o que possibilita indicar a espécie como
fitoestabilizadora de Cu, com potencial uso no restabelecimento vegetacional ou

ocupacdo de areas contaminadas.

1.5 CONCLUSAO

Leucaena leucocephala apresenta elevada tolerancia ao cobre (100 a 500 mg/dm?3
solo), o qual foi absorvido e acumulado majoritariamente no sistema radicular. Os
tratamentos acima de 200 mg Cu/dm?® solo evidenciaram efeito nutricional, com
incremento de biomassa em L. leucocephala fator importante para a fitorremediacédo de
metais potencialmente toxicos.

Considerando-se o tempo de cultivo e a biomassa produzida, podemos inferir que
ao longo do ciclo de vida ha potencial para remoc¢édo de mais de 40% do cobre disponivel
no solo, o qual, pode ser absorvido e acumulado no sistema radicular pela L.
leucocephala; caracterizando a espécie como fitoestabilizadora de cobre do solo.

A L. leucocephala, também, pode ser Util para revegetagdo (pioneira) e melhoria da
qualidade do solo (leguminosa) de uma area degradada por cobre e ser explorada para
producdo de forragem para os animais, ja que suas folhas ndo acumulam teores elevados
de cobre, além disso, possui ampla distribuicdo geografica, podendo ser cultivada em

muitas regides do mundo.

1.6  FIGURAS E TABELAS
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Figura 1 - Visdo geral de plantulas de Leucaena leucocephala cultivadas em seis
concentragdes de cobre: 0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm?3 de solo, respectivamente,

em casa de vegetacao

0 100

Fonte: Proprio autor.

200 300 400 500
mg Cu/dm’ de solo



30

Tabela 1 - Quadrado médio e significancia da andlise de variancia, médias e regressdes
para a quantificacdo das variaveis: Clorofila a, b, total; e carotenoides (mg/g de massa
fresca) em folhas de Leucaena leucocephala cultivadas em solo contaminado por cobre
(mg/dm? de solo). NGmero de observagdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de cobre em Leucaena leucocephala

FV Clorofila A ClorofilaB Clorofila Total Carotenoides
Tratamentos 0,0053" 0,0002™ 0,0000™ 0,9878"™
Média 1,22+0,02 0,33+0,02 1,55+ 0,03 34,04 £ 0,84
CV (%) 8,77 24,89 6,66 12,75
Cu (mg/dm? de solo) Médias (mg/g)
0 1,19+0,03 0,47 £0,05 1,66 + 0,04 36,79+ 2,44
100 1,31+0,09 0,44 +0,05 1,75+ 0,08 36,54 + 1,89
200 1,37 +0,03 0,26 +0,03 1,63 +0,04 35,06 + 0,79
300 1,20+0,06 0,31+0,03 1,51+ 0,02 33,54 +2,17
400 1,08+0,02 0,25+0,02 1,33+0,03 30,77 +1,93
500 1,19+0,03 0,25+0,03 1,44 + 0,05 31,54 + 2,00
Regressiao p valor
Linear 0,0053 0,0002 0,0000 0.9878
Quadratica 0,0053 0,0002 0,0000 -
Cubica 0,0053 0,0002 0,0000 -
Desvio da regressio 0,342 0,075 0,548 0,971

Nota: FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variacdo; ": diferenca significativa a 5%; ™: diferenca
significativa a 1%; ™: ndo significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Proprio autor.

Figura 2 - Quantificacdo de Clorofila a, b e total (mg/g de massa fresca) em folhas de
Leucaena leucocephala cultivada em seis concentracdes de cobre (0, 100, 200, 300, 400
e 500 mg/dm?® de solo) em casa de vegetacio

2,00

1.80 y =3E-08x® - 3E-05x% +0,0074x + 1.2988
’ R2=0,9648

1,60

1,40

hd
*
1,20 /_\/
=]

& L00 y =2E-08%3 - 2E-05%% +0,0034x + 1,1752 ¢CloA
= 0.80 R2=0,8957 = CloB

0,60 y = 1E-06x? - 0.001x + 0.4825 ®CloT

R2=0,8517
0.40 .\L
|
0,20 —— u
0,00
0 100 200 300 400 500

mg Cu/dm? de solo

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 2 - Quadrado médio e significancia da anélise de variancia, médias e regressdes
para trocas gasosas: taxa fotossintética (A: umol CO2, m?/s); transpiragdo (E: mmol H,0
m?/s); condutancia estomatica (gs: mol H.O m?/s) de Leucaena leucocephala cultivadas
em solo contaminado por cobre (mg/dm? de solo). NGmero de observacdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de cobre em Leucaena leucocephala

FV A E gs
(umol CO,m?s) (mmol H,0 m?/s)  (mol HyO m?/s)
Tratamentos 0,9205" 0,0401" 0,0016™
Média 28,91 + 0,27 6,64 £ 0,25 302,43 + 16,26
CV (%) 5,47 17,98 22,07
Cu (mg/dm? de solo) Médias
0 547 +0,71 5,11+ 0,62 225,60 + 38,81
100 5,36 + 0,27 6,81 + 0,55 284,60 £ 17,50
200 503+1,01 7,71+0,62 272,80 £ 32,98
300 6,16 £ 0,85 7,24 £ 0,53 350,80 + 23,22
400 5,36 £ 0,62 6,34+ 0,35 262,00 + 18,71
500 5,45+ 0,54 6,65+ 0,48 418,80 + 39,49
Regressio p valor
Linear 0,9205 0,0401 0,0016
Quadratica - 0,0401 0,0016
Cibica - 0,0401 0,0016
Desvio da regressao - 0,736 0,034

Nota: FV: fonte de variagdo; CV: coeficiente de variacdo; ™: diferenca significativa a 1%; ™: néo
significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Figura 3 - Quantificacdo da taxa de transpiracao (E) e condutancia estomatica (gs), (mol
H,0 m?/s), em folhas de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentracdes de cobre
(0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm?®de solo) em casa de vegetacio
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Fonte: Proprio autor.
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Tabela 3 - Quadrado médio e significancia da andlise de variancia, médias e regressdes
para medidas de crescimento: nimero de folhas; comprimento do caule e da raiz (cm);
massa fresca do caule e da raiz (g) de Leucaena leucocephala cultivadas em solo
contaminado por cobre (mg/dm?3 de solo). Nimero de observagdes: 30.

Quadrado médio dos tratamentos de cobre em Leucaena leucocephala

Numero de Comprimento do  Comprimento da Massa fresca Massa fre,s e
FV . . da parte aérea
folhas caule (cm) raiz (cm) da raiz (g) (@
Tratamentos 0,0570" 0,3105"™ 0,0174" 0,6110™ 0,5010"™
Média 7,86 + 0,28 12,22 £ 0,34 18,99 £ 0,76 2,61+0,16 2,39 0,08
CV (%) 17,65 15,03 18,32 33,47 19,09
Cu (mg/dm?de solo) Médias
0 7,25+ 0,86 11,02+1,11 16,24 + 1,50 2,59 £ 0,36 2,34+ 0,32
100 8,25 £ 0,37 12,90+ 0,90 15,00 + 1,96 2,04 £0,27 2,09+ 0,08
200 6,64 + 0,18 12,62 £0,48 19,00+ 1,04 2,72+ 0,49 2,50 £ 0,19
300 8,00+ 0,32 11,22 £ 0,69 20,50 = 2,04 2,47 £ 0,39 2,25+0,12
400 9,50 + 0,92 12,25+1,03 22,68+ 1,53 2,81+0,42 2,52 0,29
500 7,50 £ 0,67 13,32+ 0,49 20,50 + 0,94 3,00 £0,37 2,61+0,09
Regressao p valor
Linear 0,0570 0,3105 0,0174 0,6110 0,5010
Quadratica - - 0,0174 - -
Desvio da regressao - - - - -

Nota: FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variacdo; *: diferenca significativa a 5%; ™: diferenca
significativa a 1%; ™: ndo significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Figura 4 - Comprimento (cm) de raiz de Leucaena leucocephala cultivada em seis
concentragbes de cobre (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm® de solo) em casa de
vegetacao
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Fonte: Préprio autor.
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Tabela 4 - Quadrado médio e significancia da anélise de variancia, médias e regressdes
para a biomassa (g) fresca e seca de Leucaena leucocephala cultivadas em solo
contaminado por cobre (mg/dm?3 de solo). Nimero de observagdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de cobre em Leucaena leucocephala

FV Biomassa Fresca Biomassa Seca
Tratamentos 0,4698™ 0,0454"
Média 4,99 +0,22 2,04+0,12
CV (%) 24,05 27,90
Cu (mg/dm? de solo) Médias (g)
0 4,93 0,62 1,72+ 0,31
100 4,13+£0,34 1,68 £ 0,20
200 5,22 £0,67 1,99 £ 0,30
300 4,73+ 0,50 1,78 £0,17
400 5,33+ 0,59 2,28 +0,28
500 5,61+ 0,43 2,75+ 0,24
Regressao p valor
Linear 0,4698 0,0454
Quadritica - 0,0454
Cubica - 0,0454
Desvio da regressiao - 0,624

Nota: FV: fonte de variagdo; CV: coeficiente de variacdo; ™: significativo a 1% de probabilidade.

Fonte: Préprio autor.

Figura 5 - Quantificacdo da biomassa total seca, em gramas, de Leucaena leucocephala
cultivada em seis concentragdes de cobre (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo)

em casa de vegetacdo
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Figura 6 - Disponibilidade de cobre no solo (mg/dm? de solo), antes e depois, do cultivo
de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentragdes de cobre (0, 100, 200, 300,
400 e 500 mg/dm?3 de solo) em casa de vegetacéo
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Fonte: Préprio autor.
Figura 7 - Teor (%) de cobre na raiz e indice de translocacdo (1T%) para a parte aérea de

Leucaena leucocephala cultivada em seis concentracdes de cobre (0, 100, 200, 300, 400
e 500 mg/dm?® de solo) em casa de vegetacio
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 8 - Acumulo relativo (g/kg) de cobre por planta e biomassa (g/kg) total seca de
Leucaena leucocephala (raiz e parte aérea) por tratamento, cultivada em seis
concentragdes de cobre (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de
vegetacao
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Fonte: Proprio autor.

Figura 9 - Eficiéncia de remocéo (%) de cobre por Leucaena leucocephala cultivada em
seis concentragdes de cobre (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de
vegetacao

45,00 41.15

40.00

35.00 31.82

30.00

25.00
S 20,00 17.98 19,12 18.62
[ua]

15.00

10.00

5.00

0,00

100 200 300 400 500

mg Cu/dm? de solo

Fonte: Préprio autor.



36

Figura 10 - Tempo, em anos, para remocdo de cobre por Leucaena leucocephala
cultivada em seis concentrag@es de cobre (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo)

em casa de vegetacao
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CAPITULO II: FITOESTABILIZACAO DE FERRO POR LEUCAENA
LEUCOCEPHALA

2.1 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo elementos que possuem densidade atdbmica maior que 5
Kg/dm? e que estdo associados a polui¢do ambiental e toxicidade aos seres vivos, podendo
ser elementos essenciais ou ndo essenciais (MIKULA et al., 2020). Podem causar
toxicidade severa nas plantas, por perturbar grupos essenciais de enzimas, destruindo a
integridade de importantes biomoléculas, modificando algumas macromoléculas,
substituindo ions metalicos essenciais de formulas estruturais de biomoléculas e alterando
mecanismos de defesa antioxidante como resultado da producdo de ROS (SARWAR et
al., 2010; CHAFFAI; KOYAMA, 2011; CHOPPALA et al., 2014; SARWAR et al.,
2017).

Metais essenciais como cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), niquel (Ni) e ferro
(Fe) séo requeridos em baixas concentragbes sendo, portanto, classificados como
micronutrientes para as culturas. Estes tém importantes papéis regulatorios em varios
processos bioldgicos, como na transferéncia de elétrons, proteinas e como cofatores de
numerosas enzimas (FAGERIA et al., 2009; CHAFFAI; KOYAMA, 2011). As principais
fontes sdo: lodo de esgoto, residuos industriais, compostos de lixo urbano, fertilizantes
minerais, agrotoxicos, estercos, gases de exaustao de automoveis e mineragoes.

Uma das principais problematicas relacionadas ao acimulo de metais pesados
(densidade atdmica maior que 5 kg/dm?®) é o fato de que esses interagem com uma vasta
quantidade de moléculas que ndo sdo metabolizaveis, ou seja, sdo altamente
bioacumulados nos organismos vivos, além de provocar ampla degradacdo da area
contaminada atingindo a flora, a fauna, aguas superficiais e subterraneas, prejudicando as
plantas e alterando, assim, os ciclos naturais, processos bioquimicos e causando
problemas a saide humana (ARAUJO; CEDENO-MACIAS, 2016; JOSE; RAY, 2018).

O ferro é um micronutriente requerido para a manutengéo da vida, porém esta pouco
disponivel na maioria dos solos (MARSCHNER et al. 2011), entretanto, em solos muito
intemperizados, como € o caso dos Latossolos brasileiros, hd predominancia de 6xidos de
ferro (hematita e goethita), frequentemente, com alta disponibilidade de ferro (KER,
1997; FERNANDES et al., 2004). Em plantas, ele esta relacionado a diversas atividades

metabolicas, participando como componente de enzimas como: catalase, peroxidase,
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citocromo oxidase e xantina oxidase, além de ser indispensavel nos processos de
respiracdo, fotossintese, fixagcdo de nitrogénio e transferéncia de elétrons por meio das
alternancias entre as espécies ibnicas Fe?* e Fe®*, traducio de proteinas (LILL,
2009; BALK; PILON, 2011; GUERINOT; Y1, 1994; MARENCO; LOPES, 2009).

O excesso de Fe é citotoxico, pois medeia a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (MARSCHNER, 1995); levando ao aumento na producdo de EROs
e respostas ao estresse oxidativo e distarbios fisiologicos (CARO; PUNTARULO, 1996;
PEKKER et al., 2002; RAVET et al., 2009). Assim, as plantas também regulam a
expressdo génica em resposta ao excesso de Fe. Essa resposta foi caracterizada em
estudos da expressdo da proteina ferritina de armazenamento de Fe (BRIAT et al., 2009).

Areas de mineragao e seu entorno apresentam grandes quantidades de rejeitos de
mineracdo de Fe, por exemplo, e representam riscos significativos a saude humana e ao
ambiente, dependendo de sua natureza, podendo fluir facilmente e colapsar quando
empilhados (YANG et al., 2012; SANCHEZ-LOPEZ et al., 2015); barragens de rejeitos
podem romper-se frequentemente e causar desastres em todo o mundo, resultando em
perdas de propriedade e vitimando pessoas (DARY et al., 2010). No Brasil, o nimero de
falhas nas barragens de rejeitos dobrou, nos Gltimos anos. O Brasil enfrentou dois grandes
desastres envolvendo a ruptura da barragem de rejeitos de ferro: a barragem de Fund&o
(5 de novembro de 2016) e a barragem de Brumadinho (25 de janeiro de 2019), com o
lancamento de cerca de 45 e 12 milhdes de metros cubicos de rejeitos de mineracdo no
meio ambiente, respectivamente (ARMSTRONG et al., 2019; THOMPSON, 2020).

O rompimento da barragem de Fund&o (Samarco, BHP-Vale) em Mariana (MG),
foi o maior desastre socioambiental do pais no setor de minera¢do, composta
principalmente por Oxido de ferro e silica. O desastre causou a destruicdo de 1.469
hectares, incluindo Areas de Preservacdo Permanente (APPs) (IBAMA, 2015). Maia
(2017) detectou valores considerados toxicos de Cd, Cr, Hg, Mo, Zn e Ni em sedimentos
dos rios da bacia do Rio Doce, e as concentracdes de metais na agua excederam os valores
maximos permitidos pela legislacédo brasileira em vigor (CARVALHO et al., 2017).

O desastre mais recente, ocorrido em 2019, foi o colapso da barragem de rejeito de
Corrego do Feijao (Vale S.A) na cidade de Brumadinho- MG. Os rejeitos foram
espalhados pelo rio Paraopeba e arredores (THOMPSON, 2020). Alem das perdas sociais
e econdmicas, os danos a biodiversidade sdo incalculaveis. Pelo menos 269,84 ha foram
destruidos, dos quais 133,27 ha de vegetacdo nativa da Mata Atlantica (um hotspot de
biodiversidade) e 70,65 ha de APPs ao longo de cursos de dgua (IBAMA, 2019). As duas
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barragens colapsadas pertencem a Vale S. A., que possui 133 barragens de minério de
ferro no Brasil, das quais 80% delas (105) estdo no estado de Minas Gerais, e 0S
concentrados de minério produzidos pela Samarco normalmente contém 67% de ferro
(ROTTA et al., 2020; SEGURA et al., 2016).

No setor agricola, ha também o uso de fertilizagdo foliar ou inje¢des de fertilizantes
que contém Fe em sua composicao, em culturas agricolas. Em ambos, a fertilizagdo com
Fe pode acarretar em alta concentracdo de Fe na rizosfera das raizes (fertilizacdo do solo
ou substrato de crescimento) ou nos tecidos das plantas (fertilizacdo foliar e injecGes de
fertilizantes) (ABADIA et al., 2011).

Tanto a deficiéncia quanto o excesso de Fe afetam negativamente o metabolismo
da planta, logo, a homeostase do Fe € uma tarefa crucial para o desenvolvimento vegetal
(BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010). Pouco se sabe sobre a concentracao suficiente e
toxica de Fe, no solo, para as culturas, tampouco para a L. leucocephala. Em um manual
internacional de fertilidade do solo (LOPES, 1998) foi documentado que o teor de Fe
suficiente é de 56 — 78 mg/kg em folhas maduras de milho; folhas de arroz: maior que 63
mg/kg; brotos de soja (34 dias): 44 — 60 mg/kg. E ndo ha valores estabelecidos para o teor
de Fe tdxico nas plantas (LOPES, 1998), tampouco valores orientadores (referéncia de
qualidade, prevencéo e intervencédo) para a fixacdo de limite de concentracédo de ferro no
solo (mg/kg peso seco de solo) de acordo com a Companhia Ambiental do Estado de Sdo
Paulo, Brasil- CETESB, 2016.

Métodos fisico-quimicos de remediacdo do solo geralmente sdo mais caros e
resultam em wuma deterioragdo do ecossistema. Estima-se que o0s custos de
fitorremediacdo, na maioria dos casos, sejam 50% menores que 0s custos de
escavacdo (VANGRONSVELD et al., 2009). A fitorremediacdo do solo é geralmente
vista como custo-beneficio quando comparada a métodos convencionais de disposicao e
tratamento de residuos, como escavacdo e aterro, tratamento térmico (incineracao,
dessorcdo), lavagem do solo e lixiviagdo (VANGRONSVELD et al., 2009; GERHARDT
et al., 2015; YAVARI; MALAKAHMAD; SAPARI, 2015; ULLAH et al., 2015. Em
geral, a fitorremediagdo pode custar menos de 5% dos métodos alternativos de limpeza
(lavagem do solo, reducédo/oxidacdo quimica, escavacao, recuperacdo e descarte do solo
fora do loca) e sua aplicacdo em solos contaminados por metais pesados tem sido
amplamente utilizada na remediacdo de areas contaminadas por elementos quimicos
potencialmente toxicos (PRASAD, 2003).
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Neste cenario, as plantas com elevada producdo de biomassa sdo extremamente
vantajosas quando se considera a fitorremediacdo de metais toxicos, pois mesmo que
estas plantas ndo exibam taxas elevadas de alguns metais em seus 6rgaos, a alta producéo
de biomassa proporcionam-lhes maior eficicia na extracdo de metais, quando em
comparagao com hiperacumuladoras, cujo crescimento é baixo e lento, pois apresentam
ciclo répido, entre 6 e 12 meses (HASSAN; AARTS, 2011; SOUZA et al., 2018). Além
de que, plantas de rapido crescimento e alta producéo de biomassa, podem ser utilizadas,
ndo somente para a fitorremediacdo, mas também para a producdo de energia
(ABHILASH et al., 2012).

Além da producéo de grandes quantidades de biomassa, as leguminosas: Canavalia
ensiformis, Calopogonium mucunoides, Stizolobium aterrimum, Canavalia gladiata,
Crotalaria, junceae (SOUZA et al. 2018), realizam a fixacdo biologica de nitrogénio,
conferindo vantagem de crescimento em solos pobres em nitrogénio, como pode ser 0
caso de solos contaminados.

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit, é uma planta arbdreo-arbustiva, pioneira na
categoria sucessional, exatica, originaria da América Central, pertencente a familia
Mimosaceae. E uma leguminosa que por meio da simbiose com bactérias do género
Rhizobium promove a fixagdo do nitrogénio. Foi relatado que em locais onde se
acumulam residuos permanecem por longos periodos com pouca ou nenhuma vegetacdo
e a L. leucocephala é uma das plantas utilizadas nessas acoes de revegetacdo (LINS et
al., 2006).

Apesar de todas as caracteristicas favoraveis, ndo ha estudos caracterizando a
tolerancia e potencial de fitorremediacdo de L. leucocephala a contaminagdo por metais,
tais como o Fe, o que pode significar um importante avango na possibilidade de uso de
leguminosas arbdreas para recuperacdo de areas impactadas, apds crimes/desastres
ambientais causados por rompimento de barragens de rejeitos, por exemplo.

O presente trabalho teve como foco o potencial de tolerancia, absorcdo e
translocacdo de ferro por L. leucocephala, bem como a resposta do mecanismo
fotossintético e o potencial fitorremediador de L. leucocephala cultivada em solo com

concentracgdes elevadas de ferro.
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2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Instalacdo do experimento, caracterizacdo das amostras e delineamento
experimental

O solo foi coletado, superficialmente (camada de 0 — 20 cm), de uma propriedade
agricola (17°30°051°’S; 50°37°722’a 580 m de elevacdo) em Rio Verde- GO, centro-
oeste do Brasil, uma das regides responsaveis por grande parte da producéo de grdos do
pais, onde, também, se encontra o bioma Cerrado. O histdrico da é&rea € de cultivo de soja
e milho nos dois anos anteriores a coleta de solo. Apds a coleta, o solo foi destorroado,
homogeneizado em betoneira, passado em peneira de 2 mm de abertura de malha e
espalhado em lona para secar ao ar.

Duas amostras compostas, cada uma com 10 sub amostras, do solo foram retiradas
para a caracterizagdo quimica (RAIJ, 1991) e classificacdo textural (EMBRAPA, 2018).
O solo em estudo, Latossolo Vermelho Distroférrico, apresenta acidez média e saturagdo
por bases alta (pH 5,38 e V% 59); soma de bases- SB de 71,1 mmolc/dm?, rico em bases
trocaveis, especialmente Ca?* (51 mmolc/dm?), K* e Mg?* (14,06 e 6 mmolc/dm?®); acidez
potencial (A" + H*) de 50 mmolc/dm?®; com 45,9 g/dm® de matéria organica; e possui
boa capacidade de troca catidnica- CTC (121 mmol/dm®). De acordo com as
caracteristicas acima, o solo se caracteriza por ter textura muito argilosa, rico em
nutrientes (eutréfico), e a CTC deste solo pode reter mais da metade de cations trocaveis,
de acordo com Abreu et al. (2001), na camada de 0 — 20 cm.

De acordo com a analise de micronutrientes (RAIJ et al. 2001), o solo apresenta
altos teores de Mn, Fe e Cu (73,7; 52,3; e 4,4 mg/dm? respectivamente); médio teor de
Zn (1,0 mg/dmq); e baixo teor de B (0,4 mg/dm?). Os altos teores de micronutrientes e
matéria organica se devem tanto pela intensa atividade agricola praticada no local
anteriormente (rico em nutrientes), quanto pela natureza do solo, com devida atenc¢do ao
teor de Cu disponivel.

Um volume de solo de 2 dm? foi acondicionado em sacos plésticos transparentes e
armazenados em casa de vegetacdo para contaminacéo artificial do solo. Os niveis de Fe
testados foram: O (controle), 100, 200, 300, 400 e 500 mg Fe/dm? de solo. As solucdes
foram preparadas utilizando sulfato de ferro heptahidratado na concentracdo de 10 g/L.
Os volumes 0, 20, 40, 60, 80 e 100 ml desta solucéo foram diluidos até formar o volume
total de 400 ml de agua e adicionado a cada unidade experimental de solo (2 dm?®). Apds

esse procedimento, o solo foi homogeneizado manualmente e permaneceu incubado por
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15 dias (LIMA et al., 2019), para estabilizacdo do metal ao solo. Ap6s o periodo de
incubacdo, as amostras de solo compostas foram submetidas a analise quimica de
disponibilidade de ferro, por meio do méetodo de DTPA e leitura por espectrometria de
absorcdo atdbmica em chamas- AAS (RALJ et al., 2001), para obter a concentracdo
disponivel de Fe, apds os tratamentos. O solo foi transferido para sacos de muda com
capacidade para 2 dm? de solo.

A viabilidade das sementes de L. leucocephala, adquiridas comercialmente, foram
submetidas ao teste de Tetrazolio, conforme descrito por Brasil (2009). De acordo com o
resultado, as sementes do lote adquirido apresentaram 100% de viabilidade para
germinacao.

As sementes foram selecionadas manualmente e visualmente de acordo com seu
vigor para homogeneidade nos parametros visiveis. Previamente ao plantio, as sementes
foram escarificadas mecanicamente, embebidas em &gua durante 24 horas e entdo foram
semeadas cinco sementes por unidade experimental. Posteriormente, foi realizado o
desbaste e o0 experimento foi conduzido com uma planta por unidade experimental.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo tendo duracdo de
aproximadamente 120 dias da semeadura a coleta. Para cada um dos seis tratamentos
foram utilizadas cinco repeticdes biolégicas compostas por um individuo em cada
unidade experimental, totalizando 30 unidades experimentais, em delineamento
inteiramente casualizado. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, sem
controle de temperatura e com irrigacdo controlada, nas dependéncias do Laboratorio de
Fisiologia do Metabolismo Vegetal, na UNESP, Faculdade de Engenharia de llha

Solteira- SP, Brasil, de agosto a novembro de 2018.

2.1.2 Avaliagéo de trocas gasosas

Para determinacdo da resposta fotossintética das plantas, foi realizada uma medida
de trocas gasosas em cada repeticéo, ao final de 120 dias, utilizando um analisador portatil
de trocas gasosas, CIRAS-3 (Portable Photosynthesis System- PP Systems), de acordo
com as condi¢des ambientais. As medidas foram realizadas em folhas completamente
desenvolvidas e aparentemente saudaveis, na regido da segunda ou terceira folha abaixo
do meristema apical, entre as 09:00 e as 12:00 horas da manh@, para todos os tratamentos.

As seguintes configuragfes para trocas gasosas foram ajustadas: dois foliolos
dentro da cubeta universal da folha PLC3 (18 x 25 mm); 390 pumol/mol* de CO; de

referéncia; 60% de referéncia de agua (umidade); fluxo da cubeta de 300 cc/min?; fluxo
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do analisador de100 cc/min?; fonte de luz ambiente; sensor de radiagdo infravermelho
(IR) para medicdo da temperatura da folha; area foliar de 4,50 cm?; resisténcia da camada
limite de 0,40 m?/s/mol*; relacdo estomacal de 50%; com calibragdo do sistema auto -
zero. Os seguintes parametros foram analisados: taxa fotossintética (A, pmol CO2 m?/s);

condutancia estomatica (gs, mol HO m?/s) e transpiragdo (E, mmol H2O m?/s).
2.1.3 Coleta e determinacéo de compostos

Ao final de 120 dias de cultivo foi feita a coleta do material vegetal, separado em
parte aérea (folhas e caule) e raizes, lavados em agua destilada e secos com papel toalha.
Foram mensurados comprimento (cm) do caule e das raizes; e contado o nimero de folhas
completamente desenvolvidas. Determinou-se a massa (g) fresca da parte aérea e das
raizes. Todas as medidas de crescimento vegetal foram realizadas de acordo com
Benincasa (2003).

As folhas, ainda frescas, foram utilizadas para quantificacdo de clorofilas (a, b e
total) e carotenoides totais. Foi utilizado DMSO para a extragdo de clorofila e
carotenoides e as leituras foram feitas a 645 e 663 nm, para clorofilas e a 480 nm, para
carotenoides, de acordo com Hiscox e Israelstam (1979) e Wellburn (1994)
respectivamente. Posteriormente, o restante das folhas e raizes foram acondicionadas em
sacos de papel e postos para secar em estufa de circulagdo forcada a 60 °C por 76 horas.

Apbs secos, foram pesados para obtencdo da massa (g) seca total e moidos.

2.1.4 Determinacao do teor de ferro nos tecidos vegetais e no solo

As amostras secas e moidas de folhas e raizes, foram utilizadas para analises de
disponibilidade de Fe, dos quais pelo calculo do acimulo no remanescente de matéria
seca foram mensuradas as taxas de liberacdo de nutrientes no tempo, conforme
metodologia descrita por Malavolta et al. (1997): 250 mg do extrato vegetal seco foi
digerido em 3 ml de &cido HNOs: HCIO4 solucéo (5: 1 v/v) por 12 h. Depois disso, a
temperatura do bloco digestor foi aumentada em 50 ° C a cada 30 minutos até atingir 200
° C e completou a digestdo do material vegetal. O extrato transparente resultante foi
ajustado para 25 ml com &gua milli-Q que foi usada para detectar a concentracdo de Fe
em um espectrometro de absorcdo atbmica de chama (FAAS). Esses resultados foram
utilizados para os calculos de fitoextragéo.

Apbs o cultivo de L. leucocephala, amostras compostas de solo de cada tratamento,

foram submetidas a analise quimica de disponibilidade de Fe, novamente, afim de
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comparar os teores de Fe disponiveis no solo, e verificar se houve ou ndo redugéo do teor

de Fe disponivel.

2.1.5 Determinacéo do potencial fitorremediador

Utilizando-se os dados de massa e quantidade acumulada de Fe, foram realizados
os calculos para determinacdo do potencial fitorremediador: indice de tolerancia (IT) e
indice de translocacgéo (1T%) de acordo com Rahman et al. (2013), fator de transferéncia
(FT) de acordo com Lubben e Sauerback (1991). Onde, IT é a biomassa total de cada
tratamento/biomassa total do controle; IT% é a concentracdo de metais pesados da parte
aérea/ concentracdo de metais pesados da parte aérea e das raizes, multiplicado por 100 e
FT é a concentracdo de metais pesados nas plantas/ concentracdo de metais pesados na
solucédo do solo.

A partir desses indices, foi determinada a eficiéncia de remocédo (E%) de Fe, dada
pela seguinte equagéo: E%= (QPA/QR)*100 (QPA: quantidade acumulada de Fe na parte
aérea, em mg/vaso! e QR: quantidade acumulada total de Fe a ser extraido do solo, em
mg/vaso?, de acordo com Jorge et al. (2010).

Com os dados da média de Fe e biomassa total seca (raiz e parte aérea), foram
calculadas as seguintes equacdes: (1°) total de metal absorvido por tratamento — TM, em
g/kg: TM = (MR + MA)/2 (MR: metal absorvido pela raiz; MA: metal absorvido pela
parte aérea, dividido por dois para resultar no TM de uma planta inteira); (2°) acimulo
relativo de metal por tratamento — ART, em g/kg: ART = (TM*BS)/E (BS: média da
biomassa total seca do tratamento em g; E: peso da amostra de extracdo de 4x que € igual
a 1g); (3°) acumulo relativo de metal por planta, em g/kg: ARP = ART/R (R: nimero de
repeticdes). O termo tratamento, utilizado nesses célculos, € a média das repeticbes de
cada concentracdo testada, nesse caso, foram utilizadas 5 repeticdes. Com base nessas
equacOes pode se calcular o acimulo relativo de Fe por planta (ARP).

O tempo de remocédo - T, em anos, necessario para reduzir em 100% o teor de Fe
do solo, foi calculado pela formula: T = (R/E%)/NC (R: porcentagem de Fe a ser
removida do solo, nesse caso foi atribuido em 100%; E%: eficiéncia de remogéo e NC:
numero de ciclos da cultura (JORGE et al., 2010). O percentual de remocéao de Fe foi
arbitrado em 100%. Uma vez que a L. leucocephala é uma planta arbéreo-arbustiva de
ciclo longo, podendo ser cultivada por anos, por isso, nestes calculos consideramos o NC

= 3 anos.
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Assim como o céalculo de acumulo relativo dos metais por planta, o tempo
necessario para reduzir 100% dos metais sdo dados estimativos, para descrever a projecao
do potencial fitorremediador da L. leucocephala em relacdo ao excesso de Fe no solo e
ndo sobre a fracdo total do solo. A concentracdo total de metais no solo permanece
inalterada durante o processo de remediacdo, mas a biodisponibilidade deles foram
substancialmente reduzidas, sendo o foco de estudo.

2.1.6 Andlise estatistica

Foi realizado estudo de outlier antes da anélise estatistica, afim de retirar os dados
discrepantes entre os tratamentos. Os dados foram analisados através do software
SISVAR (FERREIRA, 2019). A hipotese da normalidade foi testada pelo teste de
Shapiro-Wilk, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) sendo aplicado o teste F a
5% de probabilidade para detectar as diferencas entre os tratamentos. Quando encontrada
diferenca significativa para cada variavel foi realizada a analise de variancia na regresséo,
sendo 0 modelo verificado a partir do p-valor do desvio da regresséo (néo significativo)
e 0os modelos de regressdo polinomial selecionados baseados nos coeficientes de

determinacéo (R?) superiores, dentre as regressdes significativas pelo teste F.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Aspectos fisioldgicos

As plantas de L. leucocephala cultivadas em solo com excesso de ferro foram
coletadas com 120 dias e seu desenvolvimento pode ser observado na Fig. 1. Sintomas
visuais de fitotoxicidade, como bronzeamento foliar e formacao de placas de ferro néo
foram observados nos foliolos e nas raizes de L. leucocephala (Fig. 1).

Em relacdo aos teores de pigmentos (Tabela 1), pode- se observar uma maior
tendéncia de acimulo de carotenoides nos tratamentos 100 e 200 mg Fe/dm? de solo
respectivamente, mas, a quantificacdo de carotenoides nédo diferiu estatisticamente entre
os tratamentos. No entanto, o acumulo de clorofilas apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos. A partir do tratamento de 200 mg Fe/dm? de solo, houve baixo
acumulo de clorofilas a, b e totais, em relacdo ao aumento da dose de Fe no solo (Fig. 2).

A taxa fotossintética (A), transpiracéo (E) e a conduténcia estomatica (gs) diferiram
estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 2 e Fig. 3 e 4). Os tratamentos 0, 300 e 500
mg Fe/dm? de solo tiveram maior taxa de fotossintese liquida, enquanto os tratamentos

100 e 200 mg Fe/dm? de solo tiveram a menor taxa (Tabela 2 e Fig. 3).
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O tratamento controle obteve a menor media entre os demais tratamentos em
relacdo a taxa de transpiracdo e condutancia estomatica (Tabela 2 e Fig. 4). O tratamento
100 mg Fe/dm?® de solo exibiu a média mais alta para a taxa de transpiracdo e condutancia
estomatica (Tabela 2 e Fig. 4). Como observado, E e gs exibiram o mesmo
comportamento dos dados.

Quanto as medidas de crescimento de L. leucocephala, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para e comprimento (cm) do caule e da raiz, conforme
os resultados da Tabela 3. O nimero de folhas, a massa (g) fresca da parte aérea (caule e
folhas) e das raizes, e producdo de biomassa fresca e seca diferiram estatisticamente entre
os tratamentos (Tabela 3, 4). As plantas dos tratamentos 100 e 200 mg Fe/dm? de solo
tiveram maior producédo de biomassa e numero de folhas, enquanto gue o tratamento 500
mg Fe/dm® de solo teve a menor producdo de biomassa de L. leucocephala o que
provavelmente deve-se a alta concentragdo de Fe (Tabela 3, 4 e Fig. 5, 6).

Nota- se uma similaridade entre as respostas dessas varidveis de crescimento, na
Fig. 1, 5 e 6 fica evidente que entre as doses de 0 a 200 mg Fe/dm® de solo ha
incremento/estimulo de producdo de biomassa (g), sendo que o maior acumulo de
biomassa foi no tratamento de 200 mg Fe/dm? de solo. De 300 a 500, houve diminuigio

da producéo de biomassa (g) em geral.

2.3.2 Tolerancia e potencial fitorremediador

A média da biodisponibilidade de Fe em cada tratamento, antes e depois do cultivo
de L. leucocephala, esta descrito na Fig. 7. A disponibilidade de Fe, a partir da
contaminacéo do solo, apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. A partir
do tratamento de 200 mg Fe/dm?® de solo, a fracdo disponivel de Fe no solo (antes do
cultivo) é considerada potencialmente toxica para o solo e para as culturas (Fig. 7).

Apos o cultivo das plantas, a disponibilidade de Fe no solo, entre os tratamentos,
também, apresentou diferenca significativa (Fig. 7). A diminuicdo de Fe fica evidente,
mostrando que a espécie absorveu de 33 a 50% de Fe do solo, entre os tratamentos de 100
a 500 mg Fe/dm? de solo e a disponibilidade de Fe ficou inferior que 20 mg Fe/dm? de
solo (Fig. 7).

A partir dos dados de biomassa acumulada, pode-se calcular o indice de tolerancia-
IT de L. leucocephala ao Fe. De 100 a 500 mg Fe/dm? de solo, os indices de tolerancia
daL. leucocephala ao Fe foram: 1,97; 2,47; 0,92; 0,94 e 0,51, respectivamente. De acordo

com isso, a L. leucocephala ¢é altamente tolerante as doses de 100 a 400 mg Fe/dm? de
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solo e moderadamente tolerante a dose de 500 mg Fe/dm? de solo. Com os resultados de
IT e de biomassa (Fig. 6), podemos observar que as doses 100 e 200 mg Fe/dm? de solo
acarretaram em efeito nutricional, com incremento de biomassa, em relacdo ao tratamento
controle.

Os valores encontrados para o fator de transferéncia - FT de 0 a 500 mg Fe/dm?® de
solo foram: 0,49; 0,31; 0,26; 0,39; 0,24 e 0,08 respectivamente. Na Fig. 8 podemos
observar o teor (%) de Fe nas raizes e o indice de translocacao (IT%) para a parte aérea.
Aproximadamente 94% do Fe extraido do solo, foi acumulado nas raizes e 6% de Fe foi
translocado para a parte aérea, isto é, o Fe fica acumulado nas raizes (Fig. 8).

Para acumulo relativo (g/kg) de Fe por biomassa seca (g/kg) de L. leucocephala
(Fig. 9) foi encontrado maior acimulo relativo de Fe por biomassa de L. leucocephala no
tratamento de 200 mg Fe/dm? de solo seguido do tratamento 100 mg Fe/dm? de solo.
Nota-se uma pequena diferenca de biomassa entre as doses de 300 e 400 mg Fe/dm? de
solo (Fig. 9), a dose com 300 mg Fe/dm? produziu menos biomassa que a dose 400 mg
Fe/dm® de solo, mas ainda assim, acumulou mais Fe por biomassa total seca por
tratamento.

Foi calculada a eficiéncia de remocéo (E%) de Fe por L. leucocephala e de acordo
com a Fig. 10, tem-se que a maior eficiéncia de remogéo foi no tratamento 300, seguido
dos tratamentos 100 e 200 mg Fe/dm? de solo. A eficiéncia da L. leucocephala na remogao
de Fe do solo foi de apenas 4,04% no tratamento com 500 mg Fe/dm? de solo (Fig. 10).

O tempo de remogdo, necessario para remover 100% de ferro no solo, em média, é
de aproximadamente dois anos e trés meses, considerando a concentracdo de 100 a 400

mg Fe/dm?® de solo de acordo com a Fig. 11.

2.4 DISCUSSAO
2.4.1 Aspectos fisioldgicos, tolerancia e potencial fitorremediador

As plantas tiveram um desenvolvimento uniforme conforme os resultados da
Tabela 3. O caule apresentou 19 cm de altura, com 8 folhas completamente desenvolvidas
em média (Tabela 3). A L. leucocephala apresenta um sistema radicular profundo, com
poucas raizes laterais. As raizes apresentaram 19 cm de comprimento em média,
atingindo/percorrendo todo o perfil do solo em vaso (Tabela 3).

Pdde se considerar a estabilidade do aparato fotossintético de L. leucocephala e isso
sugere, previamente, uma certa tolerancia ao Fe, ja que a taxa de fotossintese liquida foi

alta no tratamento 500 mg Fe/dm?® de solo em relagdo ao controle. Entretanto, para as
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gramineas, Paspalum densum e Echinochloa crus-galli houve diminuicdo da taxa
fotossintética, transpiracdo e condutancia estomatica quando cultivadas sob excesso de
Fe, relatadas por Siqueira-Silva et al., (2019), os quais sdo sintomas tipicos de toxicidade
do Fe, como em outras espécies: Ipomoea batatas; Eugenia uniflora, Clusia hilariana;
Pisum sativum (ADAMSKi et al., 2011; DA SILVA et al., 2015; XU et al., 2015).

Assim como em L. leucocephala, em resposta a toxicidade de Fe, o maior acimulo
de Fe ocorreu nas raizes de Setaria parviflora, Paspalum urvillei e Echinochloa crus-
galli, sendo uma estratégia para evitar sua translocacéo para a parte aérea, prejudicar os
tecidos foliares e consequentemente o aparato fotossintético (DE ARAUJO et al.,
2014; SANTANA et al., 2014; SIQUEIRA-SILVA et al., 2019). O excesso e 0 acumulo
de Fe nas raizes ocasionaram diminui¢do da biomassa (g) de L. leucocephala (Tabela 3 e
Fig. 1 e 8), diferindo dos resultados encontrados pelos autores (DE ARAUJO et al.,
2014; SANTANA et al., 2014; SIQUEIRA-SILVA et al., 2019).

A fitotoxicidade do Fe pode ocorrer de duas maneiras: indireta ou direta. Indireta
quando ha formacdo de placas de Fe nas superficies das raizes, afetando a absor¢éo de
nutrientes (ARAUJO et al., 2014; SIQUEIRA-SILVA et al., 2012; ZHANG et al. 1999),
e direta, quando o Fe é absorvido e acumulado nos tecidos das plantas (LOBREAUX et
al., 1995; SCHMIDT, 2006), e 0 aparecimento de manchas marrons nas folhas, conhecido
também, por bronzeamento foliar, o qual ocorre em decorréncia do acimulo de Fe nos
tecidos foliares e consequente dano aos componentes celulares (BECKER; ASCH,
2005, PINTO et al., 2016; SANTANA et al., 2014; WU et al., 2014).

Né&o foi observada a formacao de placas de Fe na superficie das raizes, tampouco,
bronzeamento foliar em L. leucocephala, mesmo em concentragGes elevadas de Fe no
solo. Siqueira-Silva et al. (2012) relataram a formacdo de placas de ferro em gramineas,
Paspalum densum e Echinochloa crus-galli, e bronzeamento foliar. Estes sintomas
ocorrem porque o Fe foi absorvido e translocado para as partes aéreas, deixando a planta
mais vulneravel a danos induzidos pela toxicidade do Fe (SIQUEIRA-SILVA et al.,
2019).

Quanto mais baixo o pH mais disponivel o Fe esta. De 6,0 a 7,0 corresponde a faixa
média de disponibilidade de Fe de acordo com Malavolta et al. (1997). O pH do solo
aumentou de 5,38 para 6,4, no entanto, ainda se encontra na faixa de disponibilidade do
metal, isto é, ndo houve acidificacdo do solo. De acordo com Raij et al. 2001, no solo,

concentragdes de Fe entre 0,00 e 20,00 mg Fe/dm?® de solo no solo sdo adequadas/normais,
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o0 solo com teores de Fe superiores a 20,00 mg Fe/dm? de solo é considerado um solo com
excesso de Fe, isto é, potencialmente toxico.

Ao comparar a disponibilidade de Fe antes e depois do cultivo, é possivel observar
a diminuicdo da disponibilidade de Fe em todos os tratamentos, ap6s o cultivo de L.
leucocephala e a disponibilidade ficou abaixo do limite de 20 mg Fe/dm?® de solo (Fig.
7). isto &, ndo é classificada como concentracdo potencialmente tdxica. Desprezando-se
o0 tratamento controle, e considerando a biomassa acumulada e a disponibilidade de Fe
antes e depois do cultivo de L. leucocephala (Fig. 6 e 7), houve reducéo de 10 mg Fe/dm?
de solo. Em média, 12,72% do Fe pdde ser extraido por L. leucocephala, o que € uma
margem positiva de remocéo.

Os mecanismos envolvidos na tolerdncia das plantas a metais pesados nas células
vegetais sdo: a ligacdo a parede celular, o transporte ativo de ions para o vacuolo e a
quelacdo através da inducdo de peptideos de ligacdo a metais e a formacao de complexos
metalicos (MEJARE; BULOW, 2001; MEMON; SCHRODER, 2009). De acordo com
Esringl et al. (2014), plantas tolerantes tendem a restringir as transferéncias do metal para
a parte aérea, acumulando em sua maioria nas raizes, como descrito anteriormente, em
enquanto as hiperacumuladoras absorvem e translocam o metal para a parte aérea.

Fatores como caracteristicas do solo, condi¢des climaticas, espécie, habito e 6rgao
da planta, elemento quimico e o efeito das espécies competitivas podem influenciar nos
valores do fator de transferéncia (BETTENCOURT et al., 1988; VERA TOME et al.,
2003). O Fe fica complexado nas raizes (Fig. 8) e esses resultados indicam que a L.
leucocephala pode ser considerada como fitoestabilizadora de Fe, apresentando uma
estratégia de fitoestabilizacao.

Para os elementos essenciais, 0s valores do fator de transferéncia - FT diminuem
com o0 aumento das concentracdes no solo, em um pequeno intervalo e, quando a
concentracdo de solo aumenta, acima desse intervalo, os valores de FT diminuem
(MORTVERDT, 1994), assim como encontrado em nossos resultados.

Os resultados de fator de transferéncia e indice de translocacdo encontrados neste
trabalho corroboram com Ishihara et al. 2016, que identificaram que o0 gene da
nicotianamina sintetase, o qual sintetiza a nicotianamina- NA, foi regulado em mais de
100 vezes na raiz de L. leucocephala, em comparacdo com a parte aérea. A NA é um
guelante de ions metalicos bivalentes, incluindo Fe (11), Zn (I1) e Cu (I1), e esta envolvido
em transporte intercelular e de longa distancia destes metais, desempenha um papel

importante na absorcao de Fe da rizosfera (ISHIHARA et al., 2016).



54

O acumulo de Fe, acima de 500 mg/kg de massa seca de folhas é considerado niveis
fitotoxicos de Fe nos tecidos foliares, podendo induzir toxicidade na maioria das espécies
(BROADLEY et al., 2012; PUGH et al., 2002). Ndo foram encontrados teores de Fe
acima de 500 mg/kg de massa seca nas folhas de L. leucocephala em ambos os
tratamentos, assim como ndo foram visualizados sintomas de toxicidade de Fe,
corroborando com os demais resultados descritos acima, como o indice de tolerancia,
fator de transferéncia e o indice de translocacao.

Ha uma relacdo diretamente proporcional entre biomassa versus absorcdo de Fe.
Quanto maior a producdo de biomassa, mais metal a planta pode absorver, influenciando
na eficiéncia de remoc&o e acimulo relativo de Fe por grama de biomassa. Esringl et al.
(2014), também considera que a producédo de biomassa desempenha um papel importante
para remoc¢do de metais pesados do solo.

Desprezando-se o tratamento controle e o de 500 mg Fe/dm?® de solo, 0 tempo
estimado para reduzir 100% do Fe no solo é de dois anos e trés meses, em média, entre
as doses de 100 a 400 mg Fe/dm? de solo; e de cerca de oito anos para remover 500 mg
Fe/dm? de solo (Fig. 15). Esse tempo de remocao foi calculado com base nos dados de
biomassa produzida por L. leucocephala em aproximadamente 120 dias, isto é, estagio de
plantula ainda. E possivel inferir que se o tempo de cultivo fosse maior, haveria um maior
acumulo de biomassa e, consequentemente, maior absorcdo, maior eficiéncia de remogéo

e menor o tempo de remocao de Fe da area.

2.4.2 Perspectivas para o estudo de espécies leguminosas com alta producdo de
biomassa na fitorremediacdo de elementos potencialmente toxicos
Fitoestabilizacdo ou fitoimobilizacdo é o uso de plantas para estabilizacdo de

contaminantes em solos contaminados (SINGH, 2012), reduzir a mobilidade e a

biodisponibilidade dos poluentes no ambiente, limita o acimulo de metais pesados,

impedindo sua dispersdo para aguas subterraneas ou fazer parte da cadeia alimentar

(ERAKHRUMEN, 2007). E uma estratégia de gerenciamento para estabilizar (inativar)

contaminantes potencialmente toxicos (VANGRONSVELD et al., 2009).

E fundamental o estudo de espécies tolerantes ao Fe, capazes de se desenvolverem
em ambientes degradados, por exemplo, pelas atividades de mineragédo, para programas
de regeneracédo e conservacdo ambiental serem bem-sucedidos em determinados locais
(DE LA FUENTE et al., 2014; RIOS et al., 2017). A L. leucocephala apresenta algumas

caracteristicas favoraveis para ser utilizada na fitorremediacéo, ela pode crescer em areas
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com diferentes condicdes edaficas, sendo que em areas com condi¢des edafoclimaticas
mais favoraveis (principalmente em relagdo a pluviometria), apresenta grande facilidade
de germinacdo e producéo, anual, de sementes. E uma planta rustica capaz de rebrotar
com facilidade mesmo apds diversos cortes sucessivos (DRUMOND; RIBASKI, 2010).

A espécie é utilizada para enriquecimento e melhoramento de solos, sombra para
cultivos, controle de eroséo, alimentagdo animal e producéo de energia (lenha e carvao),
sendo usada em diversos sistemas agricolas como melhoradora de solos. A espécie
associa-se simbioticamente com bactérias do género Rhizobium, que fixam até 500 a 600
kg/hal/ano! de nitrogénio (DRUMOND; RIBASKI, 2010).

A madeira de L. leucocephala também pode ser usada em indlstrias de
transformacéo para producéo de celulose e aglomerados, os biocombustiveis de segunda
geracdo utilizam a biomassa lenhosa como matéria-prima para desenvolver combustiveis
liguidos, como etanol e diesel em projetos de biorrefinaria. Espécies perenes
lignocelulosicas sdo realmente reconhecidas como matéria-prima para produtos quimicos
de plataforma e blocos de construcédo baseados em lignina, evidenciando o potencial da
L. leucocephala de acordo com Rohde et al. 2018.

Também apresenta potencial para ser usada como forrageira, os frutos, a folhagem
e 0s ramos delgados verdes ou fenados sdo utilizados na dieta de bovinos, caprinos,
porcos e outros animais domesticos. A quantidade de proteina bruta nas folhas é em torno
de 20%, sendo que a folhagem e os frutos mais novos chegam a apresentar teores de até
35% (DRUMOND; RIBASKI, 2010). De acordo com os resultados, o Fe extraido é
acumulado nas raizes, sendo assim, a parte aérea pode ser utilizada na alimentagdo animal
(forragem).

A biomassa tem sido uma alternativa essencial aos combustiveis fosseis para
processos de fabricacdo como mineracdo, fundicdo e geracdo de energia (HAN et al.,
2018). A combinacdo de reservas cada vez menores de petréleo e crescimento
populacional torna o desenvolvimento de energia renovavel e recursos quimicos mais
prementes do que nunca. A biomassa vegetal é a fonte renovavel mais abundante de
energia e o reaproveitamento da biomassa remanescente dos processos empregados na
agricultura e agroindustria, evitam a acumulacdo dos residuos, contribuindo para o
controle da poluicdo e proporcionando melhores condi¢cdes de saude publica,
corroborando com Han et al. (2018).

A utilizacdo destes residuos para adubagdo permite a recuperacdo de nitrogénio,

fosforo e potéssio, alem de outros, presentes na biomassa de L. leucocephala. Além disso,
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a adicdo de matéria organica ao solo contribui para melhorar a estrutura fisica e a
capacidade de absorcdo de agua e de fornecimento de nutrientes para outras plantas
(revegetacdo, parques), ou até mesmo para culturas agricolas.

O desenvolvimento de tecnologias biologicas ecologicamente corretas, para
remediar economicamente esses solos foi estimulado, nos Gltimos anos (HERNANDEZ-
ALLICA et al., 2006; GOMEZ-SAGASTI et al., 2012). Sendo assim, nossos resultados
indicam o potencial da L. leucocephala para a fitorremediacao, tecnologia eco inovadora,
que pode remediar a rizosfera e fornecer biomassa arborea de acordo com Robinson et al.
2009, que pode ser usada para atingir as metas de uso de fontes de energia
renovaveis como mencionado por Mench et al. 2009 e Ciadamidaro et al. 2017, portanto,
respondem perfeitamente as necessidades do desenvolvimento sustentavel, de acordo
com Ciadamidaro et al. (2019).

2.5 CONCLUSAO

A L. leucocephala, € tolerante a doses toxicas de ferro (100 a 500 mg/dm?3 de solo)
e cerca de 50% do ferro disponivel no solo foi absorvido pela L. leucocephala e
acumulado, majoritariamente, nas raizes, 0 que caracteriza uma estratégia de
fitoestabilizacdo de ferro. O tempo, estipulado, necessario para remover 0 excesso de
ferro do solo (de 100 a 400 mg Fe/dm? de solo) é relativamente curto, dependendo da
producdo de biomassa. A L. leucocephala pode extrair aproximadamente 2,07 g Fe/kg de
biomassa, em 120 dias de cultivo. Leucaena leucocephala é fitoestabilizadora de ferro e,
portanto, pode ser utilizada na fitorremediacao de solo contaminado por ferro.

A producdo de biomassa depende do tempo/duracdo de exposicdo da L.
leucocephala ao ferro, estudos que investigam essa relagdo: tempo — biomassa — acumulo
de metal pelas espécies vegetais devem ser conduzidos para 0 conhecimento de quanto
tempo cada espécie requer para remediar o solo contaminado, e dependendo do caso, o
tempo necessario para a reutilizagdo desta area, e qual potencial subproduto gerado, por
meio da fitorremediacao, possa ser explorado economicamente. Projetos como estes, de
extrema importancia, contribuem para o desenvolvimento sustentavel aliando a

remediacao do solo, o retorno econdémico, com a salde humana e ambiental.
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2.6 FIGURAS E TABELAS

Figura 11 - Visdo geral de plantulas de Leucaena leucocephala cultivadas em seis
concentragdes de ferro: 0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo, respectivamente, em
casa de vegetacao

0 100 200 300 400 500
mg Fe/dm? de solo

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 5 - Quadrado médio e significancia da anélise de variancia, médias e regressdes
para a quantificacdo das variaveis: Clorofila a, b, total; e carotenoides (mg/g de massa
fresca) em folhas de Leucaena leucocephala cultivadas em solo contaminado por ferro
(mg/dm? de solo). NGmero de observagdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de ferro em Leucaena leucocephala

FV Clorofila A ClorofilaB Clorofila Total Carotenoides
Tratamentos 0,0023" 0,0000™ 0,0002™ 0,4296"
Média 0,87+0,05 0,13+£0,01 1,01 £0,06 32,95 £ 0,89
CV (%) 23,63 24,66 21,00 14,86
Fe (mg/dm?® de solo) Meédias (mg/g)
0 1,02+0,12 0,20+0,01 1,22 +0,12 32,57 £ 2,88
100 1,24+£0,09 0,20+0,01 1,44 + 0,09 36,54 £ 1,89
200 0,78+0,05 0,16 £0,02 0,94 £ 0,05 34,64 £ 0,89
300 0,76 £0,08 0,10+0,02 0,87 + 0,08 31,63 +£2,89
400 0,76 £0,10 0,07+0,01 0,83+0,11 30,77 £1,93
500 0,69+0,10 0,07+0,01 0,77 £ 0,10 31,54 £ 2,00
Regressido p valor
Linear 0,0023 0,0000 0,0002 0,4296
Quadratica 0,0023 - - -
Cubica 0,0011 - - -
Desvio da regressio 0,036 0,188 0,060 -

Nota: FV: fonte de variacdo; CV: coeficiente de variacdo; *: diferenca significativa a 5%; ™: diferenca
significativa a 1%; ™: ndo significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Figura 12 - Quantificacdo de Clorofila a, b e total (mg/g de massa fresca) em folhas de
Leucaena leucocephala cultivada em seis concentrac6es de ferro (0, 100, 200, 300, 400
e 500 mg/dm?® de solo) em casa de vegetacio
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Fonte: Proprio autor.



59

Tabela 6 - Quadrado médio e significancia da anélise de variancia, médias e regressdes
para trocas gasosas: taxa fotossintética (A: umol CO2 m?/s); transpiragdo (E: mmol H,0
m?/s); condutancia estomatica (gs: mol H.O m?/s) de Leucaena leucocephala cultivadas

em solo contaminado por ferro (mg/dm? de solo). NGmero de observacdes: 30.

Quadrado médio dos tratamentos de ferro em Leucaena leucocephala

FV A E gs
(umol CO,m?s) (mmol H,0 m?/s)  (mol HyO m?/s)
Tratamentos 0,0011™ 0,0001™ 0,0049™
Média 4,08 +0,24 8,14 + 0,36 197,16 £ 7,41
CV (%) 23,35 16,19 16,26
Fe (mg/dm?3 de solo) Médias
0 5,76 + 0,67 5,07 £ 0,62 144,00 + 15,71
100 3,60+0,16 10,19 + 0,63 233,00+£17,71
200 2,70+0,16 8,78+ 0,43 206,00 £ 10,31
300 4,00+ 0,63 7,93+0,73 208,40 £ 20,41
400 3,82+0,33 8,82+ 0,47 208,20 £1,74
500 4,60 + 0,28 8,03+ 0,60 183,33 + 12,11
Regressio p valor
Linear 0,0011 0,0001 0,0049
Quadratica 0,0011 0,0001 0,0049
Cibica - 0,0001 0,0049
Quarta - - 0,0049
Desvio da regressao 0,076 0,009 0,418

FV: fonte de variagdo; CV: coeficiente de variacdo; **: diferenca significativa a 1%; ": ndo significativo a

5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.

Figura 13 - Quantificacio de fotossintese liquida (umol CO2 m?s!) em folhas de
Leucaena leucocephala cultivada em seis concentrac6es de ferro (0, 100, 200, 300, 400

e 500 mg/dm?® de solo) em casa de vegetacio
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 14 - Quantificagdo da taxa de transpiracéo (E) e condutancia estomatica (gs), (mol
H,0 m?/s), em folhas de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentragdes de ferro
(0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm?®de solo) em casa de vegetacio
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 7 - Quadrado médio e significancia da andlise de variancia, medias e regressdes
para medidas de crescimento: nimero de folhas; comprimento do caule e da raiz (cm);
massa fresca do caule e da raiz (g) de Leucaena leucocephala cultivadas em solo
contaminado por ferro (mg/dm? de solo). Nimero de observagdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de ferro em Leucaena leucocephala

Numero de Comprimento do  Comprimento da Massa fresca Massa fre,s ca
FV . . da parte aérea
folhas caule (cm) raiz (cm) da raiz (g) (@
Tratamentos 0,0085" 0,0713™ 0,3025™ 0,0000™ 0,0000™
Média 8,69 + 0,44 19,12 £ 0,50 19,12 £ 0,75 2,55+0,19 2,57+0,23
CV (%) 22,69 20,99 20,99 15,14 23,72
Fe (mg/dm?de solo) Médias
0 8,25+1,24 11,70 £0,77 15,35+ 1,69 2,21+0,14 2,12+0,15
100 9,80 £ 0,66 15,75 +1,07 19,12 +1,92 3,70+0,21 4,01+0,27
200 11,00+ 0,71 11,50 £ 0,57 21,36 £0,74 3,63+0,15 3,96 £ 0,44
300 9,25+ 0,86 12,04 +£1,13 19,00 + 2,33 2,18+ 18,17 1,96 + 0,22
400 8,00+ 0,71 13,00 = 0,88 20,16 + 2,00 2,80£0,20 2,41+0,19
500 5,84 + 0,97 11,82 £1,59 19,74 +1,68 0,75+0,14 0,98 £0,28
Regressio p valor
Linear 0,0049 0,0713 0,3025 0,0000 0,0000
Quadratica 0,0049 - - 0,0000 0,0000
Ciibica - - - - 0,0000
Desvio da regressio 0,782 - - 0,000 0,001

Nota: FV: fonte de variagdo; CV: coeficiente de variacdo; *: diferenca significativa a 5%; ™: diferenca
significativa a 1%; ™: ndo significativo a 5% de probabilidade.
Fonte: Préprio autor.
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Figura 15 - Quantificacdo da massa fresca das raizes (MFR) e da massa fresca da parte
aérea (MFA), em gramas, e nimero de folhas (NF) de Leucaena leucocephala cultivada
em seis concentracdes de ferro (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de
vegetacao
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 8 - Quadrado médio e significancia da andlise de variancia, medias e regressoes
para a biomassa (g) fresca e seca de Leucaena leucocephala cultivadas em solo
contaminado por ferro (mg/dm? de solo). Nimero de observagdes: 30

Quadrado médio dos tratamentos de ferro em Leucaena leucocephala

FV Biomassa Fresca Biomassa Seca
Tratamentos 0,0000™ 0,0000™
Média 5,03 +0,40 2,39 £0,26
CV (%) 18,18 28,41
Fe (mg/dm?3de solo) Médias (g)
0 4,33 +£0,27 1,84 +0,24
100 7,16 £ 0,40 3,62 +£0,32
200 7,59 £ 0,58 4,53 £0,51
300 4,14 £ 0,36 1,68 +0,24
400 5,22 + 0,39 1,72 +0,15
500 1,73+0,39 0,93+£0,24
Regressio p valor
Linear 0,0000 0,0000
Quadratica 0,0000 0,0000
Cubica - 0,0000
Desvio da regressiao 0,000 0,001

Nota: FV: fonte de variagdo; CV: coeficiente de variacdo; ™: significativo a 1% de probabilidade.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 16 - Quantificacéo da biomassa total fresca (BTF) e da biomassa total seca (BTS),
em gramas, de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentragdes de ferro (0, 100,
200, 300, 400 e 500 mg/dm?3 de solo) em casa de vegetagio
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Fonte: Préprio autor.
Figura 17 - Disponibilidade de ferro no solo (mg/dm?®de solo), antes e depois, do cultivo

de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentragdes de ferro (0, 100, 200, 300,
400 e 500 mg/dm?3 de solo) em casa de vegetacéo
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 18 - Concentracédo (%) de ferro na raiz e indice de translocacdo (IT%) para a parte
aérea de Leucaena leucocephala cultivada em seis concentragdes de ferro (0, 100, 200,
300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de vegetagdo
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Fonte: Préprio autor.

Figura 19 - Acumulo relativo (g/kg) de ferro por planta e biomassa (g/kg) total seca de
Leucaena leucocephala (raiz e parte aérea) por tratamento, cultivada em seis
concentragdes de ferro (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm?® de solo) em casa de vegetacio
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Figura 20 - Eficiéncia de remocéo (%) de ferro por Leucaena leucocephala cultivada em
seis concentragdes de ferro (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de
vegetacao
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Fonte: Préprio autor.

Figura 21 - Tempo, em anos, para remocéao de ferro por Leucaena leucocephala cultivada
em seis concentracdes de ferro (0, 100, 200, 300, 400 e 500 mg/dm? de solo) em casa de
vegetacao
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Fonte: Préprio autor.
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