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RESUMO

ESTUDO DO POTENCIAL FITORREMEDIADOR PARA CROMO DE
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos e Handroanthus
heptaphyllus (Vell.) Mattos

O Brasil e 0 mundo vém enfrentando problemas sérios de contaminagdo dos solos na ultima
década. Dentre 0s numerosos contaminantes estdo os metais pesados, estes por sua vez,
podem ser ou ndo essenciais para o desenvolvimento humano e vegetal. Entre os essenciais
encontra-se o cromo (Cr) que em concentracfes elevadas é causador de sérios problemas a
salde humana. Com parte dos solos utilizados na agricultura contaminados € necessario o
conhecimento de técnicas de remediacdo simples, eficientes e de baixo custo, como a
fitorremediacdo. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial
fitorremediador das espécies Handroanthus chrysotrichus (Ipé-amarelo) e Handroanthus
heptaphyllus (Ipé-roxo) e o efeito do Cr na fisiologia e bioquimica das plantas. Os
experimentos foram realizados na casa de vegetacdo e no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e
Nutricdo de Plantas pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), campus de Santa Maria (RS). Parte das sementes de ambas as espécies
passaram por teste de germinacao in vitro sob as condic¢des dos tratamentos de 0, 50, 100, 150
e 200 mg L' de Cr®, enquanto outras foram germinadas e apds crescimento inicial
encaminhadas para sistema hidroponico em casa de vegetacdo e submetidas aos mesmos
tratamentos. Apos a exposicdo aos diferentes tratamentos, foi realizada a coleta de amostras e
analise das variaveis morfoldgicas (biomassa fresca e seca, altura de plantas, variaveis
biométricas do sistema radicular, area foliar e nimero de folhas), bioquimicas (enzimas
antioxidantes, conteddo de peroxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica e pigmentos
fotossintéticos) e os parametros fotossintéticos. Foram observados sintomas de toxidez nas
duas espécies estudadas, principalmente, em concentragdes superiores a 100 mg L. A
germinacdo de H. heptaphyllus foi menos afetada que a de H. chrysotrichus, entretanto o Ipé-
amarelo apresentou maior tolerancia a presenca de Cr na area radicular e foliar, no didmetro
médio das raizes, na atividade da enzima peroxidase, na peroxidacao lipidica e na presenca de
H.02 nas raizes, na eficiéncia do uso da agua e na concentracio interna de CO,. E possivel
afirmar que as duas espécies podem ser utilizadas como bioindicadoras da contaminacdo por
altas concentragcdes de Cr. Mesmo ativando seus mecanismos de defesa, a superacdo dos
danos causados em concentracdes acima de 100 mg L™ n&o foi visualizada, contudo sua
utilizacdo em projetos de recuperagdo de areas contaminadas ainda pode ser sugerida
mediante estudos prévios de contaminacdo da area.

Palavras chaves: Metal Pesado, Fitorremediacdo, Ipé-roxo, Ipé-amarelo, Toxidez.



ABSTRACT

STUDY OF THE POTENTIAL PHYTOREMEDIATION FOR CHROMIUM OF
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos AND Handroanthus heptaphyllus (\Vell.)
Mattos

AUTHOR: Victoéria Martini Sasso
ADVISIOR: Luciane Almeri Tabaldi

Brazil and the world have been facing serious soil contamination problems in the last decade.
Among the numerous contaminants are heavy metals, which in turn may or may not be
essential for human and plants development. Among the elements is chromium (Cr) which in
high concentrations causes serious problems to human health. Some of the contaminated soil
used in agriculture requires the knowledge of simple, efficient and cost-effective remediation
technicians such as phytoremediation. In this context, the objective of the present study was to
evaluate the phytoremediation potential of the Handroanthus chrysotrichus (yellow Ipe) and
Handroanthus heptaphyllus (purple Ipe) species and the effect of Cr on plant physiology and
biochemistry. The experiments were carried out at the greenhouse and at the Plant Physiology
and Plant Nutrition Laboratory belonging to the Department of Biology of the Federal
University of Santa Maria (UFSM), Santa Maria campus (RS). Part of the seeds of both
species underwent germination test under the conditions of treatments of 0, 50, 100, 150 and
200 mg Lt of Cr®*, while others were germinated and after initial growth sent to hydroponic
system in greenhouse and submitted to the same treatments. After exposure to the different
treatments, samples were collected and analyzed for physiological variables (fresh and dry
biomass, plant height, root system biometric variables, leaf area and leaf number),
biochemical (antioxidant enzymes, hydrogen peroxide content, lipid peroxidation and
photosynthetic pigments) and photosynthetic variables. Toxicity symptoms were observed in
the two species studied mainly at levels above 100 mg L. The germination of H.
heptaphyllus was less affected that H. chrysotrichus, however, yellow ipe had greater
tolerance to the presence of Cr in the root and leaf area, average root diameter, peroxidase
enzyme activity, lipid peroxidation and presence of H>O: in the roots, water use efficiency
and internal CO, concentration. It is possible to register that two species can be used as
bioindicators of high temperature contamination Cr. However, even activating their defense
motors and overcoming damage caused by damage above 100 mg L™ has not been visualized,
their use in projects of a Recovery of contaminated areas may still be suggested using
previous studies of contamination of the area.

Keywords: Heavy Metal, Phytoremediation, Purple ipe, Yellow ipe, Toxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

O mundo contemporaneo vem a alguns anos enfrentando indmeros dilemas
ambientais. Entre esses dilemas estd a contaminacdo por metais pesados, isso devido ao
aumento intensivo da industrializacdo e das atividades agricolas (CHAOUA et al., 2018;
WOODFORD, 2019). Desse modo foram classificados cinquenta e trés elementos quimicos
como metais pesados, que por sua vez, podem ser agrupados em duas classes em relacdo aos
seres humanos, essenciais e ndo essenciais. Dentre os elementos essenciais estd o cromo (Cr),
0 qual mesmo sendo essencial para a saude do homem em baixas concentracdes é denotado
extremamente toxico, logo tendo seu nivel de toxicidade como moderadamente venenoso
(GOST, 1983; MUKESH et al., 2008).

O Cr, distinguido como um carcinogénico de classe 1, ocorre naturalmente no solo,
além de entrar no meio ambiente através de diversas atividades antropogénicas, como a
industria metalUrgica, aplicacdo de fertilizantes, descarte inadequado de residuos solidos,
curticdo de couro e atividades de mineragéo e fundicdo (ASHRAF et al., 2017; MOREIRA et
al.,, 2018). Esse metal possui varios estados de oxidacdo sendo encontrado no solo
principalmente em duas formas estaveis, espécies de Cr (I11) trivalente e Cr (IV) hexavalente
(BECQUER et al., 2003). O Cr foi diversas vezes relatado como téxico para as plantas,
causando inimeras injurias e quedas na produtividade de diversas espécies, podendo também
causar mudancas anatémicas e ultraestruturais irreversiveis, interferindo inclusive na nutricdo
mineral (REALE et al., 2016). O Cr presente no ambiente e principalmente no solo, pode ser
absorvido e até mesmo acumulado pelas plantas, 0 que pode acarretar na entrada do elemento
direta ou indiretamente em concentracGes acima do necessario na cadeia alimentar humana,
provocando danos a satde (GIRI; SINGH, 2017). Em vista disso, € imprescindivel o manejo e
a exploracdo de novas tecnologias que permitam a reducdo da contaminacdo de Cr nos solos,
mitigando os riscos a salde causada pelo metal.

A fitorremediacdo é uma das técnicas que utiliza as plantas para auxiliar na remocao
ou reparacdo da contaminacdo dos solos, atraves da estabilizagdo dos metais pesados
presentes no solo, tornando-os inofensivos. Esse método possui uma abordagem mais
ecologica, econdmica e sustentavel, quando comparado a técnicas convencionais, ganhando
assim maior espaco nos projetos de revitalizacdo de areas contaminadas e/ou degradadas
(MAHAR et al., 2016; WANG et al., 2017). No entanto, para que ocorra a fitorremediacéo

ndo basta apenas a absorcdo por parte da planta, mas também o armazenamento em grande
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quantidade do contaminante nos 6rgdos da planta. Essa tecnologia pode ser separada em cinco
tipos diferentes de remediacdo, fitoestabilizacdo, fitoestimulagdo, fitotransformacéo,
fitofiltracdo e fitoextracdo (PARMAR; SINGH, 2015). Contudo, para a utilizacdo desses
métodos, é estritamente necessario o conhecimento prévio do potencial fitorremediador das
espécies. Embora seja uma técnica que tem ganhado atencdo nos ultimos anos, ainda ha
poucas espécies arboreas documentadas com grande potencial fitorremediador, revelando
assim a necessidade de mais estudos na area (CAIRES et al., 2011; COURCHESNE et al.,
2017; PAJEVIC et al., 2016).

O género Handroanthus possui como caracteristica a alta facilidade de se adaptar a
diversas condi¢bes ambientais (MARTINS; LAGO; CICERO, 2012; SAMPAIO; POLO;
BARBOSA, 2012). Pertencem ao género as espécies Handroanthus heptaphyllus (VELL.)
MATTOS e Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC) MATTOS, conhecidas
popularmente por Ipé-roxo e Ipé-amarelo, respectivamente, devido a coloracdo de sua
floragdo. Sdo espécies com grande importancia ecoldgica, econdmica e paisagistica.

Tais espécies podem ter grande valor na recuperacdo de areas contaminadas, uma vez
comprovado seu potencial como fitorremediadoras. Por se tratar de espécies arboreas, onde
ndo teremos o risco de contaminacOes via cadeia alimentar, e levando em consideracdo a
probleméatica da contaminacdo por Cr, este estudo pode contribuir com informacdes
importantes na busca por estratégias de descontaminacao de solos.

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Determinar o potencial fitorremediador das espécies Handroanthus chrysotrichus e
Handroanthus heptaphyllus e o efeito do Cr na fisiologia e bioquimica das plantas cultivadas

in vitro e em sistema hidropénico com este metal.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar respostas fisiologicas e bioquimicas em plantas de H. chrysotrichus e H.
heptaphyllus expostas a diferentes concentracdes de Cr;
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- Determinar se as espécies H. chrysotrichus e H. heptaphyllus possuem potencial para serem

usadas para fitorremediacao e se essas caracteristicas podem estar relacionadas ao género.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. CROMO

O cromo (Cr) foi descoberto em 1798 pelo quimico francés Vauquelin (BARUTHIO,
1992). Apesar de se encontrar Cr nos solos, este metal ndo se encontra no seu estado
elementar no ambiente. O Cr encontra-se combinado com outros elementos como o oxigénio,
ferro e chumbo em forma de 6xidos. Apesar do Cr existir em nove estados diferentes de
oxidacdo (Cr> ao Cr®"), suas formas mais estaveis e comuns sdo a trivalente (Cr’*) e a
hexavalente (Cr®"), sendo que as demais formas de valéncia sd0 muito instaveis e de curta
duracdo em sistemas bioldgicos (SHADRECK, 2013).

O Cr** ¢ a forma de Cr mais estavel e existe naturalmente no ambiente, sendo
importante na dieta de animais e humanos, pois esta relacionada com o metabolismo de
glicose, lipideos e proteinas. Ja o Cr®* ¢ toxico e provém essencialmente de fontes de poluigéo
antropica, possui maior mobilidade que o Cr¥, e geralmente ocorre associado ao oxigénio
como cromato (CrO4%) ou dicromato (Cr.07*) (SHADRECK, 2013).

O Cr pode ingressar no meio ambiente de diversos modos. Ele pode ser proveniente do
material de origem através do intemperismo de rochas sedimentares, igneas, maficas,
ultraméaficas e no calcario, em minerais como cromita (FeCr.0s), tarapacaita (K2CrOa),
bentorita (Cas(CrAl)2(SO4)3) e crocoita (PbCrOs) (KOLELI; DEMIR, 2016; KABATA-
PENDIAS, 2011), podendo persistir co-precipitado com manganés (Mn), aluminio (Al) e
Oxidos de ferro (Fe) que sdo adsorvidos as particulas de solo e complexados em compostos
organicos (HSU et al., 2015). Ainda pode ser introduzido ao meio através de a¢Oes antrdpicas,
isso devido as suas inumeras utilizagdes na industria metalurgica, producdo de ligas de ferro-
cromo, aco inoxidavel e de ferro fundido, curtimento e acabamento do couro, producéo de
pigmentos, tijolos e de revestimentos para fornos, no tratamento de madeiras, acabamentos
metalicos, extracdo de minerais metalicos, irrigacdo de esgotos, aplicacdo de fertilizantes,
aplicacdo de efluentes contaminados, agroquimicos, residuos industriais e lamas de depuracao
(HORI et al., 2015; VIMERCATI et al., 2017).

Em seu ciclo, o Cr sofre oxidagdes e reducdes simultaneas, sendo que o Cr3* é oxidado

em Cr®" espontaneamente pelo 6xido de manganés (MnQ2), a0 mesmo tempo em que o Cr8* ¢
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reduzido a Cr3* por diversos compostos de carbono no solo. Esse processo é influenciado pelo
pH, a presenca de matéria organica e ions de ferro (Fe) e os niveis de oxigénio no solo. O pH
do solo é afetado por cargas negativas e positivas dos coloides, o que por sua vez influencia
na disponibilidade dos elétrons. Em solucéo aquosa o Cr®* é capaz de formar varias espécies
(Cr2072, CrO4%, H,CrO* HCrOyx), isso dependera do pH da solugdo, a concentragéo total de
Cr, o potencial redox, a cinética das reagdes redox e a presenca de compostos oxidantes e
redutores. Em pH acima de 7,0 a espécie CrO4> é o Gnico fon existente, ja na faixa de pH
entre 1 e 6 a espécie predominante é o HCrO., independendo da concentragio de Cr®*
(CCME, 2015; BARRERA-DIAZ et al., 2012; DHAL et al., 2013).

Mesmo sendo um oligoelemento essencial para os seres humanos, as concentragdes
recomendadas pela Organizagdo Mundial de Salde sdo de, no méaximo, 250 ug dia?, sendo
relatado efeitos toxicos em concentragdes superiores a 800 pg dia® (OMS, 1998). O teor
médio mundial de Cr nos solos foi estabelecido em 60 mg kg, sendo que a média em solos
arenosos, médios e argilosos variam de 2-360, 10-300 e de 30-1100 mg kg, respectivamente
(KABATA-PENDIAS, 2011). Para as espécies vegetais, o0 Cr € um elemento ndo essencial.
Para a maioria das culturas, o Cr é toxico, como observado por Hossner et al. (1998), os quais
verificaram que a toxidez ocorre em niveis que variam de 0,5 a 5,0 pg mL™? em solugéo
nutritiva, e de 5 a 100 pg g* em solos. Sua toxicidade para as plantas é observada em diversos
niveis, podendo causar danos como a reducao de producéo até efeitos no desenvolvimento das
plantas, através da inibicdo de atividades enzimaticas e mutagénese (SINGH et al., 2013).

O Cr possui rotas diferentes para acessar 0 ambiente citosélico, sendo que esses
caminhos muitas vezes podem ser distintos dependendo da valéncia em que o metal se
encontra, podendo também transmutar no decorrer do processo. A absor¢do pode ocorrer
através de transportadores de elementos essenciais como o ferro (Fe), enxofre (S) e fdésforo
(P), competindo com esses metais (WALLACE et al., 1976). Outros meios de ingresso podem
ser dependentes de energia metabdlica, nesse caso, o Cré* conta com a ajuda de bombas de
prétons (H-ATPase). A distribuicdo do elemento ao longo da planta ocorre principalmente
via xilema (SKEFFINGTON et al., 1976).

Dentro da célula, nas mitocdndrias, o ascorbato age como um redutor, reduzindo o
Cr®* para Cr®*, assim como a glutationa e cisteinas que também realizam tal reagdo. O redutor
bioldgico principal pode produzir espécies intermediarias de Cr como a Cr**e Cr®*, sendo que
essas valéncias, assim como a Cr3*, podem desempenhar papel na genotoxidade e no potencial
carcinogénico do Cr. O Cr pode reagir, tanto diretamente quanto atraves de reagdo com outros

compostos celulares, onde havera a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Por


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/mutagenesis
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014765131400298X#bib31
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exemplo, o Cr® podera reagir com o peréxido de hidrogénio gerando o radical hidroxil via
reacOes de Fenton (JOMOVA; VALKO, 2011). Entretanto, o principal desses metabdlitos € o
Cr*, que consegue estabelecer ligacOes eficientes e estaveis com o DNA, além de formar
altos niveis de adutos de cromo-DNA e produzir danos no DNA induzindo mutacdes
(JOMOVA; VALKO, 2011).

J& foram relatados diversos efeitos do Cr sobre a fisiologia das plantas, nos mais
diversos processos. Na fotossintese, efeitos toxicos como a inibi¢do do transporte de elétrons,
inativacdo do ciclo de Calvin e Benson, reducdo na fixacdo do CO; e desorganizacdo dos
cloroplastos foram relatados (MISHRA; TRIPATHI, 2009; SHARMA et al., 2016). Tais
alteracbes fotossintéticas podem ser causadas pela producdo de ERO pelas plantas,
consequéncia do estresse oxidativo causado pelo Cr (SHAHID et al., 2014). As relacOes
hidricas também podem ser alteradas, onde pode ocorrer aumento na taxa de transpiracao,
reducdo do diametro dos vasos e murchamento das plantas (DAVIES et al., 2002), assim
como a absorcdo de diversos elementos essenciais pode ser comprometida
(SUNDARAMOORTHY et al., 2010).

Contudo, plantas que apresentam mecanismos de tolerdncia ao Cr podem ser uma
solucdo econdmica e simples para remediar locais contaminados por esse metal. Nas ultimas
décadas houve um aumento nos estudos voltados para a fitorremediacdo de Cr, explanando
algumas espécies vegetais como hiperacumuladoras, sendo aquelas com capacidade de
remover altas concentracdes de metal do solo, absorvendo o elemento através de suas raizes,
acumulando e/ou translocando para diversos 6rgdos, nao tendo sua produtividade e
desenvolvimento comprometidos. Baker; Brooks (1989) sugerem que para uma planta ser
considerada hiperacumuladora de Cr o critério de concentracdo desse metal deve ser maior
que 1000 mg kg* no tecido de folha seca (GHAFOORI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016;
LIU et al., 2011; NIAZI et al., 2016). No caso das plantas hiperacumuladoras, o sistema de
tolerdncia das plantas em muitos casos é beneficiado pela superexpressao de transportadores
das familias de genes CDF, HMA, NRAMP e ZIP (SHAHID et al., 2016).

Os sistemas de defesa das plantas ao Cr operam separadamente ou em conjunto para
desintoxicar as plantas da producdo excessiva de ERO. Ao longo do processo de evolugao as
plantas conseguiram criar estratégias para superar a toxidez causada pelo Cr, seja utilizando
agente quelantes de Cr como ligantes, reduzindo o Cr® para Cr®*, armazenando o metal em
seus vacuolos, ou ainda, ativando enzimas antioxidantes (SINGH et al., 2013; DAUD et al.,
2014; ALLI et al., 2015; DING et al., 2016), como a ascobato peroxidase (APX), superoxido

dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) e catalase (CAT). Todas essas enzimas
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possuem papéis importantes na eliminacdo das ERO. A SOD, por exemplo, desempenha um
papel central, controlando os niveis estacionarios de O2*, dismutando moléculas de O>* a

H>02 e O2. Na sequéncia, as enzimas peroxidases dismutam o H>O2 em &gua e oxigénio.

3.2.0 GENERO Handroanthus

3.2.1. Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos

Sinonimia Tabebuia heptaphylla (Vell.) Toledo, a H. heptaphyllus é popularmente
conhecida por Ipé-roxo, espécie pertencente a familia Bignoniaceae, e ocorre naturalmente na
regido sudeste do Brasil e no sul da Bahia, principalmente na Floresta Pluvial Atlantica
(LORENZI, 2002). Possui floragcdo com grande beleza ornamental, de coloracdo rosa-
violaceo, muito utilizada para arborizacdo urbana. Além disso, é muito utilizada na
recuperacdo de areas degradadas, isso devido a importante caracteristica fisiologica de
conseguir adaptar-se a diferentes ecossistemas e condi¢bes ambientais, atributo esse advindo
do género ao qual pertence (SAMPAIO; POLO; BARBOSA, 2012).

A espécie pode atingir até 35 metros de altura e seu diametro alcancando cerca de 150
centimetros (CARVALHO, 1994). As sementes aladas sdo produzidas em grande quantidade,
permitindo que sejam propagadas a longas distancias (LONGUI, 1995).

Em 2012 a espécie entrou na lista do Centro Nacional de Conservacdo da Flora,
classificada como pouco preocupante!, mas ainda assim chamando a atencdo para o0s
reduzidos locais onde ocorre (CNCFLORA, 2018). Uma das principais causas da entrada da
espécie na lista vem do grande potencial madeireiro, isso gracas a densidade de sua madeira
na ordem de 1070 kg/m3, e a coloracdo escura do cerne e clara do alburno. A superficie é
pouco brilhante, mas lisa e de aspecto oleoso. A madeira é muito utilizada para dormentes,
taco, portais, postes, setor mobiliario e na construcéo civil e naval (PAULA; ALVES, 1997).

3.2.2. Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos
A H. chrysotrichus é popularmente conhecida como Ipé-amarelo, também pertencente
a familia Bignoniaceae. E uma espécie caducifdlia, sendo que suas folhas caem no inverno e

reaparecem logo apos a floragdo que ocorre no periodo de julho a outubro, a qual é abundante

!Para a CNCFLORA o termo Pouco Preocupante remete a espécies consideradas seguras ou com pouco risco de
serem extintas, com sigla LC (Least Concern)
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e chamativa, com coloracdo amarela. Os frutos amadurecem no periodo de outubro a
dezembro, e, assim como as demais espécies do género, o ipé-amarelo produz uma grande
quantidade de sementes que sdo leves e aladas, sendo dispersadas rapidamente (LORENZI,
2002).

Seus ramos costumam crescer retos e sem bifurcagdes, principalmente quando
plantados em reflorestamentos mistos combinados com espécies pioneiras (PINTO;
RODIGHERI, 2001). Também é uma espécie muito utilizada na arborizacdo urbana, devido
principalmente ao seu porte e sua floracdo, além do importante papel que desempenha para o
ecossistema principalmente a fauna local, uma vez que suas flores sdo alvo da alimentacéo de
inimeros insetos e aves, devido ao néctar produzido em seus o6rgdos florais (LORENZI,
2002).

Possui uma madeira considerada pesada, muito dura e resistente ao apodrecimento e
ao ataque de fungos e cupins. E muitas vezes utilizada para fins nobres, como serraria,
laminacédo e industria moveleira. Sua madeira é clara, tanto no seu cerne quanto no alburno,
mudando apenas a tonalidade (SOUZA et al., 2005).

3.3.FITORREMEDIACAO DE METAIS PESADOS

A fitorremediacdo é a tecnologia que utiliza plantas para imobilizar, degradar ou
extrair contaminantes do ambiente. Além do beneficio que as plantas causam quando
utilizadas com essa finalidade, outras vantagens de utilizar essa técnica é o seu baixo custo de
investimento, e operacao e geracdo minima de degradacdo ambiental (CHAVES et al., 2010).
Estudos com espécies florestais como a Handroanthus impetiginosa (CAIRES, 2005),
Cedrela fissilis (CAIRES, 2005), Eucalyptus grandis (NOLAN, 2008), Eucalyptus saligna
(NOLAN, 2008), Peltophorum dubium (SILVA et al.,2011), Parapiptadenia rigida (SILVA
et al.,2011), Enterolobium contortisiliquum (SILVA et al.,2011) e Cecropia pachystachya
(IRIE et al., 2008) constataram o potencial fitorremediador dessas espécies. Embora cada
espécie demonstre aptiddo para esse método de descontaminagdo ambiental, os mecanismos
que permitem que elas desenvolvam esse papel variam de espécie para espécie. Logo, a
eficacia desse método depende da capacidade da planta em absorver os metais das superficies
das particulas do solo e da solubilidade desses metais (DOUMETT et al., 2008).

Existe uma subdivisdo nas técnicas de fitorremediacdo, sendo elas: fitoextracao,
rizofiltracdo,  fitoestabilizagcdo,  rizodegradacdo,  fitodegradagdo,  fitovolatilizacéo,
fitomineracdo, controle hidraulico e cobertura vegetativa. As principais funcionam do

seguinte modo:
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o A fitoextracao é a capacidade que a planta possui de absorver os contaminantes
pelos seus Orgaos subterrdneos e translocacdo dos mesmos para dentro da planta. Esta € a
principal técnica utilizada na descontaminagdo de metais pesados. Contudo, so é eficiente se 0
contaminante for absorvido pelas raizes. A mesma ja foi comprovada e empregada para
alguns elementos e compostos como cadmio (Cd), Cr, niquel (Ni), Zn, benzenos,
etilbenzenos, entre outros (SUSARLA et al., 2002).

. A fitodegradacdo ocorre quando as plantas e microorganismos associados
degradam contaminantes organicos (BURKEN; SCHNOOR, 1997).

o A fitoestabilizacdo implica na imobilizacdo do contaminante no solo e funciona
principalmente com metais. Ocorre devido a absorcdo e acumulo pelas raizes, impedindo o
movimento dos metais, os estabilizando também no humus nas camadas mais superficiais do
solo impedindo assim a sua dispersao (SUSARLA et al., 2002).

o A fitovolatizacdo corresponde a absorcdo e transpiracdo de um contaminante,
liberando o contaminante em uma forma modificada para a atmosfera, muito utilizado para
reverter a contaminacdo por mercurio dos ambientes (BURKEN; SCHNOOR, 1999).

O Cr por sua vez é acumulado principalmente nas raizes dos vegetais, limitando sua
toxicidade e mobilidade. Na parte aérea, 0 metal concentra-se mais no caule, sendo
lentamente depositado na madeira do caule das arvores. Dependendo da finalidade do uso
dado a arvore, esse metal pode ou ndo retornar ao ambiente (PULFORD; WATSON, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo deste trabalho serdo apresentados em dois manuscritos,
COmMo segue:

Manuscrito I: COMPORTAMENTO MORFOLOGICO DE MUDAS Handroanthus
heptaphyllus (VELL.) MATTOS e Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC) MATTOS
EXPOSTAS ADIFERENTES CONCENTRAQ@ES DE CROMO.

Manuscrito 11: COMO O CROMO AFETA A BIOQUIMICA E FOTOSSINTESE DE
MUDAS DE H. chrysotrichus E H. heptaphyllus.
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Manuscrito | - COMPORTAMENTO MORFOLOGICO DE MUDAS Handroanthus
heptaphyllus (VELL.) MATTOS e Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC) MATTOS
EXPOSTAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE CROMO.

1. INTRODUCAO

A contaminagdo por metais pesados vem sendo um problema de grande importancia
para a humanidade. Os metais sdo liberados para a atmosfera de iniUmeras maneiras, através
das descargas de gases e poeira oriundas de veiculos e na producdo de materiais e de energia.
Uma vez na atmosfera, tais metais podem precipitar e por consequéncia serem depositados no
solo. Entretanto a contaminacdo por metais no solo, em sua maioria, tem origem através do
uso desenfreado de insumos agricolas como fertilizantes, pesticidas, herbicidas, entre outras
acOes antrdpicas como nos rejeitos de mineracao, chorume produzido pela decomposicdo do
lixo e residuos industriais (AKSU, 2015; NADERIZADEH et al., 2016; SUVARAPU; BAEK
etal., 2017).

Dentre esses metais estd o cromo (Cr), o qual, em comparacdo com outros metais
toxicos, tem recebido pouquissima atencdo em estudos cientificos. Sua entrada no meio
ambiente pode ocorrer de diversos modos devido sua aplicacdo em multiplas areas. Ele é
extensivamente empregado no tratamento e acabamento do couro, na producdo de aco
refratario, estd presente nos residuos de mineracdo, nos agentes de limpeza de galvanoplastia,
na produgdo de produtos quimicos e de 4&cido crébmico utilizado no tratamento de
arrefecimento de torre de agua e nos preservativos de madeira (KIMBROUGH et al., 1999;
KOTAS; STASICKA, 2000). Seus efeitos no crescimento vegetal sdo rapidos e extremamente
limitantes para o crescimento e desenvolvimento das plantas, onde a germinacdo pode ser
reduzida (PERALTA et al., 2001), o sistema radicular pode ser limitado (SHANKER, 2003) e
a altura e a biomassa também s&o restringidas (MEI et al., 2002).

O Brasil esta enfrentando um problema sério de contaminago por metais pesados, em
especial o Cr, que esta presente nos residuos dos grandes desastres ocorridos no estado de
Minas gerais, onde boa parte da flora e fauna das regides de Brumadinho e Mariana foram
dizimadas pelos rompimentos das barragens de mineradoras (FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA, 2019). Uma alternativa que pode ser utilizada para a descontaminagdo dessas
areas € a fitorremediacdo. Segundo Pires et al. (2003), a técnica compreende a aplicagdo de

plantas e sua microbiota associada, com objetivo de remover, imobilizar ou tornar 0s
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contaminantes inofensivos para 0 ecossistema. Entretanto, para que seja possivel esse
processo é necessario encontrar plantas que possuam essa caracteristica.

O género Handroanthus apresenta caracteristicas interessantes para ser utilizado como
fitorremediador, pois além de sua floracdo exuberante, possui uma alta adaptabilidade
fisiologica as diversas condi¢fes ambientais (LOPEZ; KURSAR, 2003; MARTINS; LAGO;
CICERO, 2012; SAMPAIO; POLO; BARBOSA, 2012). Pertencem ao género as espécies
Handroanthus heptaphyllus (VELL.) MATTOS e Handroanthus chrysotrichus (MART. ex
DC) MATTOQOS, conhecidas popularmente por Ipé-roxo e Ipé-amarelo, respectivamente,
devido a coloracdo de sua floracdo. S&o espécies com grande importancia ecoldgica,
econdmica e paisagistica.

Tais espécies poderiam ter grande valor na recuperacdo de areas contaminadas, uma
vez comprovado seu potencial como biorremediadoras. Nesse sentido, é importante avaliar o
comportamento dessas espécies desde a germinacdo, crescimento inicial e comportamento das
mesmas quando expostas a uma exposicao breve ou longa ao metal, buscando aproximar os
experimentos com uma situacao real de areas contaminadas. Levando em consideracdo as
informacBes sobre as espécies e a problematica da contaminacdo por Cr, o objetivo deste
estudo foi contribuir com informagBes importantes na busca por estratégias de
descontaminacdo de solos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo e no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e
Nutricdo de Plantas pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria — RS (29° 42’ 56 S, 53°43°13” O ¢ altitude de 95 m). As sementes
de Handroanthus chrysotrichus e Handroanthus heptaphyllus foram obtidas no Centro de
Pesquisas em Florestas — DDPA de Santa Maria, RS. Inicialmente, as sementes passaram por
processo de assepsia, em camara de fluxo, onde foram desinfetadas com etanol 70% (v/v) por
30 segundos e apds em hipoclorito de sddio (NaOCI) 5% (v/v) por 15 minutos, sendo entdo
enxaguadas trés vezes seguidas com agua destilada. Parte dessas sementes foi direcionada
para o teste de germinacédo e as demais foram encaminhadas para as placas de petri sob papel
Germitest umedecido com agua destilada, as quais foram mantidas em camara de crescimento

a 28°C e com fotoperiodo de 16h/8h de luz/escuro por 28 dias. Subsequentemente, foram
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selecionadas as sementes pré-germinadas e transferidas para tubetes de 280 cm3 completos
com substrato comercial (composto por: turfa, casca de arvore triturada, serradura e fibra de
coco e 0s materiais de origem mineral incluem vermiculita e perlita), onde permaneceram em
casa de vegetacdo crescendo por quatro meses, recebendo irrigacdo diaria com lamina de
1mm, intercalando agua e solucdo nutritiva completa. Apds o periodo de crescimento, 100
mudas de cada espécie foram encaminhas para o sistema hidropdnico composto por
recipientes plasticos com capacidade de 5 litros de solucdo nutritiva utilizando 5 plantas para
cada unidade experimental, suspensas em placas de poliestireno recebendo aeracdo constante.
Os experimentos de cada espécie foram conduzidos separadamente nas mesmas condices
climaticas.

As plantas foram aclimatadas durante 7 dias em solugdo nutritiva adaptada da solugédo
descrita por Hoagland composta por (em uM): 6090,5 de N; 974,3 de Mg; 4986,76 de CI;
2679,2 de K; 2436,2 de Ca; 359,9 de S; 243,592 de P; 0,47 de Cu; 2,00 de Mn; 1,99 de Zn;
0,17 de Ni; 24,97 de B; 0,52 de Mo; 47,99 de Fe (FeSO4/Na-EDTA) (HOAGLAND &
ARNON, 1938). ApoOs esse periodo as mudas receberam nova solucdo com adicdo de
dicromato de potéassio, fonte utilizada de Cr, realizou-se o balanceamento quimico de potassio
para que todos os tratamentos tivessem a mesma concentragdo do nutriente. O pH foi utilizado
foi 6,0 (x0,1), no qual o metal encontra-se disponivel para as plantas, e com diferentes
concentragdes de cromo (Cr), descritas abaixo:

Tratamento 1: 0 mg L de Cr®* (auséncia de cromo);

Tratamento 2: 50 mg L de Cr®*;

Tratamento 3: 100 mg L* de Cré;

Tratamento 4: 150 mg L de Cré*

Tratamento 5: 200 mg L* de Cr®*.

As solucgbes foram trocadas a cada 5 dias, sendo o pH da solucgéo ajustado diariamente.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando quatro repetigdes por
tratamento. Nessas condi¢Oes as mudas permaneceram por 10 dias aonde foi observado os
primeiros sinais de contaminacgdo nas mudas, entdo foram realizadas as medicdes e coletas do
material para as andlises das variaveis de crescimento, biometria das folhas e raizes e

determinacédo da biomassa fresca de folhas e seca de raizes e folhas.
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2.2.VARIAVEIS MENSURADAS

2.2.1. Teste de germinacao in vitro
As sementes foram inoculadas em cdmara de fluxo em tubos de ensaio de vidro de 30
mm x 200 mm, contendo 10 mL de meio MS, contendo uma semente por tubo
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Os tratamentos foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado, com 40 tubos de ensaio por tratamento. As concentracdes de Cr
adicionadas ao meio de cultivo foram as mesmas utilizadas no experimento hidropdnico, que
foi conduzido intermitente a esse teste. Apds 60 dias de exposicdo aos tratamentos, foi

determinada a porcentagem de germinacao.

2.2.2. Variaveis analisadas
Ao décimo dia de exposicdo aos tratamentos as plantas cultivadas em sistema
hidropdnico tiveram sua raiz principal e sua altura até a emissao da Ultima folha medida com

0 auxilio de régua milimetrada e todas as folhas foram contabilizadas.

2.2.3. Biometria radicular e foliar

Ap0s exposicdo das plantas aos diferentes tratamentos, duas plantas de cada repeticao
foram coletadas e separadas em parte aérea e raizes. Esse material, por sua vez, foi escaneado
utilizando o scanner EPSON 11000 com resolucdo de 200 dpi e 600 dpi, respectivamente. Na
obtencdo das imagens, o material vegetal foi completamente espalhado em uma bandeja de
acrilico transparente de 30-40 cm? contendo uma lamina de agua de 0,5 cm. Através dessas
imagens foi possivel quantificar comprimento total do sistema radicular (cm), didmetro médio
das raizes (mm), volume de raizes (cm?®), area do sistema radicular (cm?) e area foliar (cm?),
utilizando o software WinRHIZO.

2.2.4. Quantificacdo da biomassa fresca e seca

No final do experimento (ap6s10 dias do inicio dos tratamentos), a parte aérea de 2
plantas de cada repeticdo foram coletadas e pesadas em balanca de preciséo (0,0001 g)
imediatamente apos a coleta. Posteriormente, essas amostras, assim como as amostras das
raizes, foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C até atingir massa constante, com

posterior pesagem afim de obter a massa seca das amostras.
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2.2.5. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a normalizagdo da variancia utilizando o Teste de Shapiro-
Wilk a 5% com auxilio do programa estatistico PAST (HAMMER et al., 2001), para
posteriormente ser realizada a analise de variancia (ANOVA). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do
programa estatistico SISVAR verséao 5,6 (FERREIRA, 2020).

3. RESULTADOS

3.1.1. GERMINACAO IN VITRO DAS SEMENTES DE Handroanthus chrysotrichus E
Handroanthus heptaphyllus EXPOSTAS AS CONCENTRACOES DE CROMO

As taxas de germinacdo foram reduzidas a medida que houve um aumento nas
concentragfes de cromo (Cr) no meio de crescimento para ambas as espécies estudadas
(Figura 1a, 1b). No caso do H. chrysotrichus, aléem de apresentar poliembrionia, teve reducfes
nas taxas de germinacdo maiores do que as da H. heptaphyllus, principalmente nas maiores
concentracdes de Cr. H. chrysotrichus apresentou uma reducdo de 50% e 67,5% quando as
sementes foram expostas a 150 e 200 mg L de Cr, respectivamente, comparado com 0
tratamento controle, demonstrando assim que a espécie possui dificuldades de germinar em
condicdes de contaminacdo com este metal.

H. heptaphyllus, por sua vez, também apresentou reducdo na porcentagem de
germinacao, porém quando comparado com H. chrysotrichus, as reduc@es foram menores. O
H. heptaphyllus apresentou diferenca significativa entre as concentracdes iniciais de Cr, onde
ocorreu uma diminuicdo de 26,25 e 72,5% com 100 e 200 mg L, respectivamente, quando

comparado ao tratamento controle (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de germinacdo in vitro de sementes de H. heptaphyllus (a) e H.

chrysotrichus (b) submetidas a diferentes concentracdes de cromo.
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Onde: Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre
as concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05), dentro de cada espécie.

3.2. EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO COM MUDAS DE H. chrysotrichus
E H. heptaphyllus

Em relacdo as principais variaveis de crescimento altura da parte aérea, comprimento
da raiz principal e nimero total de folhas, ambas as espécies demonstraram comportamento

semelhante, ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 2).
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Figura 2 — Altura de plantas, comprimento da raiz principal e nimero de foliolos de H.

heptaphyllus (a, c, e, respectivamente) e H. chrysotrichus (b, d, f respectivamente) submetidas

a diferentes concentracGes de Cr em sistema hidrop6nico, aos 10 dias.
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Onde: Letras diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre as

concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

3.3. BIOMETRIA DO SISTEMA RADICULAR E FOLIAR

Entre as varidveis biométricas da raiz houve comportamentos distintos nas duas

espécies. Para o comprimento total das raizes, ndo houve diferenca significativa entre os
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tratamentos para nenhuma das espécies, quando comparado com o tratamento controle
(Figura 3a, 3b). Entretanto, a area superficial de raizes apresentada por H. heptaphyllus é
superior a da outra espécie estudada.

O diametro médio das raizes reduziu com o aumento das concentracdes de Cr para a
espécie H. heptaphyllus, onde na presenca de 200 mg Lt de Cr, foi observado a menor média
de 0,574 mm apresentando uma reducdo de 16,85% em comparacdo ao tratamento controle.
Para o H. chrysotrichus também houve uma reducédo de 11,26% entre 0s mesmos tratamentos,

entretanto, estatisticamente, essa reducédo nao foi significativa (Figura 3c, 3d).

Figura 3 — Comprimento total e didmetro médio de raizes de plantas de H. heptaphyllus (a, ¢)

e H. chrysotrichus (b, d) submetidas a diferentes concentracdes de Cr.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre as

concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

As médias da area radicular e volume das raizes em ambas as espécies diferiram entre
as concentracfes de Cr. Para o H. heptaphyllus houve redugédo na area radicular em baixas
concentragbes de Cr, onde, na presenca de 100 mg L™ a area reduziu em 455 e 47,1%,
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respectivamente, quando comparada ao tratamento controle (Figura 4a). As mudas de H.
chrysotrichus, por sua vez, apresentaram menor area radicular nas maiores concentragdes de
150 e 200 mg L, em que a média nos tratamentos com as maiores concentracdes de Cr
apresentou uma reducéo de 38,19% comparado com o controle (Figura 4b). Para o Ipé-roxo,
as plantas expostas a 150 mg L de Cr apresentaram a segunda maior média, n&o
diferenciando do tratamento controle. Para o Ipé-amarelo a redugdo foi proporcional ao
aumento das concentracdes de Cr, ndo sendo significativa para as concentracfes de 50 e 100

mg L%, sugerindo assim, niveis de tolerancia da espécie a essas concentragoes.

Figura 4 — Area radicular e volume de raizes de plantas de H. heptaphyllus (a, c) e H.

chrysotrichus (b, d) submetidas a diferentes concentracdes de Cr.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre as

concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 5 — Area foliar de H. heptaphyllus (a) e H. chrysotrichus (b) submetidas & diferentes

concentragdes de Cr.
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Onde: Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentracdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Para 0 volume das raizes, houve uma reducdo em todas as concentracdes de Cr para a
espécie H. heptaphyllus, comparado ao controle. Por outro lado, na espécie H. chrysotrichus,
houve reducdo no volume de raizes somente nas concentracdes de 100, 150 e 200 mg L™
(Figuras 4c e 4d).

Na parte aérea das plantas as concentragdes de Cr também foram responsaveis por
efeitos negativos. A H. heptaphyllus apresentou menor area foliar na presenca de 100, 150 e
200 mg L de Cr. Na presenca de 200mg L houve uma reducio de 55,8 % na area foliar de
qguando comparado com o controle. No caso do H. chrysotrichus, as restricbes foram mais
moderadas, uma vez que os tratamentos de 50, 100 e 150 mg L ndo diferiram
estatisticamente do controle, sendo observada reducdo nessa variavel somente na maior

concentracio de Cr testada (200 mg L), cuja reducéo chegou a 35,52% (Figura 5a, 5b).

3.4. BIOMASSA FRESCA E SECA

A biomassa fresca das folhas em ambas as espécies, foi influenciada pelas doses de Cr,
sendo os menores valores obtidos em plantas cultivadas com 200 mg L. Por outro lado,
tratamentos com até 150 mg L de Cr ndo apresentaram diferenca significativa com o
controle. Ocorreram redugdes de 26,3% e 45,5% para o H. heptaphyllus e H. chrysotrichus,

respectivamente, nessa variavel somente em 200 mg L (Figura 6a e 6b). A biomassa seca,
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tanto de parte aérea quanto da raiz, diferiu entre todos os tratamentos. Para massa seca de
raizes, houve uma reducdo significativa em todos os tratamentos com Cr, para ambas as
especies (Figuras 6¢ e 6d). Esse mesmo comportamento foi observado para massa seca de
folhas na espécie H. heptaphyllus (Figura 6c), enquanto para a espécie H. chrysotrichus a

biomassa seca de folhas reduziu somente a partir de 100 mg L™ de Cr.

Figura 7 — Biomassa fresca das folhas e biomassa seca de folhas e raizes de H. heptaphyllus

(a, ¢) e H. chrysotrichus (b, d) submetidas a diferentes concentracdes de Cr.
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Onde: Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentracdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

4. DISCUSSAO
A germinacéo é o primeiro processo fisioldgico a ser afetado pela presenca do Cr®*,

por consequéncia, a propensdo das espécies a germinarem nessas condi¢cbes seria um
indicativo da sua tolerancia ao contaminante. Embora a germinacéo do H. heptaphyllus tenha

apresentado taxas maiores que a do H. chrysotrichu, ambas as espécies apresentaram reducoes
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significativas na porcentagem de germinacdo, principalmente para as maiores concentragoes
do Cr. Tais respostas podem ser explicadas devido a capacidade do Cr®* afetar a atividade da
a ¢ B-amilases, enzimas envolvidas na hidrolise do amido, logo, dificultando o acesso do
embrido a agucares e por consequéncia prejudicando seu desenvolvimento (OLIVEIRA, 2012;
SINGH et al., 2013). Outra hipotese que justifica a redugdo na germinacdo é que a atividade
das proteases, envolvidas no catabolismo proteico em sementes, é aumentada pela presenga
do Cr (HAYAT et al., 2012). Resultados semelhantes na germinacdo foram observados por
Farid et al. (2017) e Dotaniya et al. (2014) com sementes de diversos hibridos de girassol e
trigo, respectivamente, que tiveram reducdo na germinacdo na presenca de Cr. Em espécies
arbéreas como Abies balsamea, Picea mariana, Pinus banksiana e Populus tremuloides,
também foram observadas menores taxas de crescimento com o uso do Cr (LUKINA et al.,
2016).

H. heptaphyllus apresentou uma porcentagem de germinagdo de 68,75% na
concentracdo inicial de Cr. Esta espécie € caracterizada por produzir sementes de alta
viabilidade, ortodoxas e com alto potencial de germinacao, apresentando valores em torno de
71,8% (WIELEWICKI et al., 2006; GRINGS; BRACK, 2011), sendo uma reducdo de apenas
3% entre a média relatada na literatura e a taxa apresentada no tratamento de 50 mg L™,
demonstrado que a germinacdo dessa espécie nao € comprometida, levando em consideracdo
que o Cr é encontrado na maioria dos solos em concentracdes entre 2 e 60 mg kg™
(AZEVEDO; CHASIN, 2003). Desse modo, em funcdo dos resultados de germinacao
apresentados nesse trabalho, H. heptaphyllus germinaria naturalmente em regides com solos
contaminados por Cr. H. chrysotrichus em sua germinacdo variando de 45 até 97%,
dependendo do estado de maturacdo do fruto (MARCOLIN et al., 2013; RODRIGUES,
2010). No presente trabalho foi encontrado valores dentro dessa faixa nos tratamentos com 0,
50 € 100 mg L.

Em relag&o as variaveis de crescimento altura, crescimento de raiz e nimero de folhas,
as duas espécies de Ipé ndo demonstraram diferenca estatistica entre as concentracdes de Cr
em sua morfologia basica, sugerindo uma tolerancia aos efeitos toxicos do Cr nas mudas. O
oposto foi observado em Plantago ovata, que teve suas taxas de crescimento severamente
reduzidas na presenca de concentragdes inferiores as utilizadas no experimento in vitro
(KUNDU; DEY; RAYCHAUDHURI, 2018). Contudo, H. heptaphyllus apresentou
comportamento diferenciado para os parametros avaliados do sistema radicular, onde o
comprimento total das raizes e o diametro médio reduziram com a presenca do metal,

demonstrando sensibilidade da espécie, enquanto que para H. chrysotrichus pode ser sugerido
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um nivel maior de tolerancia, uma vez que para as mesmas variaveis ndo ocorreram reducdes.
Tais efeitos podem estar relacionados com possiveis leses intracelulares causadas pelo Cré*
que pode levar a disturbios e inibi¢cBes na divisdo e no alongamento das células radiculares,
que ocorre como resultado da destruicdo dos tecidos e por consequente incapacidade das
raizes de absorver agua e nutrientes do meio (BARCEL et al., 1985) combinados com uma
extensdo do ciclo celular (SUNDARAMOORTHY et al., 2010) nas células das raizes das
mudas de H. heptaphyllus.

H. chrysotrichus mostrou-se mais tolerante aos danos causadas pelo Cr, néo
comprometendo seu sistema radicular na concentragio de 50 e 100 mg L de Cr®*, sugerindo
assim uma maior tolerancia da espécie ao Cr, enquanto H. heptaphyllus teve sua area reduzida
em todos os tratamentos com a presenca do metal, consequéncia das redugdes no
comprimento e didmetro. ReducBes como essas podem estar associadas a facilidade de
absorcdo do Cr na membrana plasmatica modificando espécies trivalentes e reagindo com o
DNA, suprimindo a sintese do DNA (SANTOS; RODRIGUEZ, 2012). O mesmo ocorreu em
relacdo ao volume das raizes, isso somado a reducdo dos pelos radiculares causado pela
toxidez de Cr (MALLICK et al., 2010)que ocasionaram reduc¢des do volume radicular nos
tratamentos com maior concentracdo de Cr, em ambas as espécies. Esse parametro pode estar
relacionado a maior tolerancia da H. chrysotrichus a concentrages inferiores a 100 mg L™ de
Cr.

O comportamento da H. chrysotrichus, no presente trabalho, foi semelhante ao de
espécies como Leersia hexandra e Spartina argentinensis que sdo consideradas
hiperacumuladoras de Cr, sendo espécies herbaceas e submetidas a concentracdes inferiores
as utilizadas neste trabalno (ZHANG et al., 2007, GOMEZ et al., 2011). Assim como as
espécies citadas, o Ipé-amarelo ndo apresentou injdrias severas quando expostas a
concentracdes mais amenas do metal.

Observados os resultados referentes a area foliar constatou-se que os efeitos do metal
ndo foram evidentes na parte aérea, como nas raizes, uma vez que H. heptaphyllus que
demonstrou maior sensibilidade, ndo apresentou efeitos danosos em concentragdes inferiores
a 100 mg L%, H. heptaphyllus néo teve a biomassa fresca das folhas prejudicada pela presenca
de Cr, com excecdo da maior concentracdo utilizada. O mesmo foi observado para a H.
chrysotrichus. Contudo, a literatura relata que o Cr ocasiona efeitos deletérios no
desenvolvimento das plantas, como reducdo da absorcdo de &gua e nutrientes organicos e
inorgénicos (SINGH et al., 2013). A biomassa seca das raizes apresentou reducfes ainda mais

acentuadas que nas folhas, demonstrando que o desenvolvimento das mudas foi fortemente
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limitado, em especial para a H. heptaphyllus, sugerindo que os danos do Cr surgem
primeiramente no sistema radicular, por consequéncia, afetando o desenvolvimento e
produtividade da planta como um todo. Possivelmente, isso se deve ao fato do sistema
radicular ser o primeiro a entrar em contato com o Cr. Visto que o Cr possui rapida absorcéo e
translocacdo dentro das plantas, sua presenca reduz a absor¢do de elementos que sdo
essenciais, o0 que leva a reducdo da biomassa (GILL et al., 2016).

Embora a H. chrysotrichus também tenha tido seu crescimento comprometido pela
presenca do Cr, quando comparado com outras especies ja estudadas como Triticum aestivum
(ALI et al., 2015), Gossypium hirsutum (FAROOQ et al., 2016) e Ficus elastica (KUMAR et
al., 2020), a espécie demonstra certa tolerancia as injurias ocasionadas pelo Cr.

5. CONCLUSOES

O cromo influenciou significativamente a germinacédo e o desenvolvimento das mudas
das espécies H. heptaphyllus e H. chrysotrichus. Entretanto, as duas espécies demonstraram
respostas diferentes dentro das mesmas condig¢des de contaminagdo do metal. H. heptaphyllus
demonstrou sensibilidade maior, exceto na germinacdo, onde a expansao de suas raizes foi
severamente afetada. H. chrysotrichus, por sua vez, apresentou tolerancia a toxidez de Cr em
concentragdes inferiores a 100 mg L de Cr®, sendo que essas concentragdes sio superiores
as encontradas em areas contaminadas. Assim, a espécie é considerada uma espécie com

potencial para a fitorremediacéo de regides contaminadas pela presenca do Cr.
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Manuscrito 11 - COMO O CROMO AFETA A BIOQUIMICA E FOTOSSINTESE DE
MUDAS DE H. chrysotrichuse H. heptaphyllus.

1. INTRODUCAO
Um dos maiores dilemas ambientais que nossa sociedade esta enfrentando nos altimos

séculos é a contaminagdo por metais pesados causada pela acdo antropogénica. Dentre 0s
diversos metais pesados ndo essenciais e toxicos para as plantas, o cromo (Cr) apresenta-se
atualmente como uma ameaca para 0 meio ambiente. Ele pode ser encontrado naturalmente
em rochas, cinzas vulcanicas e gases (LA GUARDIA; MORALES-RUBIO, 2003). Os metais,
de uma forma geral, podem chegar a0 meio ambiente através de alguns processos industriais
de metalurgia, produgdo de tintas, preservagcdo de madeiras, beneficiamento do couro e
producdo de papel, o que tem tornado este elemento um importante contaminante ambiental
(ATAFAR et al., 2010; BITEW; ALEMAYEHU, 2017).

O Cr € considerado um elemento essencial para o metabolismo animal, incluindo o
humano (SRIVASTAVA et al., 2002). Em pequenas concentragdes, o Cr pode estimular o
crescimento vegetal (BONET et al., 1991). No entanto, o excesso de Cr é altamente toxico
para plantas, animais e humanos, principalmente porque o Cr®* é considerado um elemento
ndo cancerigeno ao homem, enquanto que o Cr® ¢ classificado como cancerigeno
(SHANKER et al., 2005). Para as plantas, o Cr pode ser altamente toxico, causando danos
tanto a nivel morfoldgico quanto intracelular. Processos fisiologicos, como a fotossintese,
podem ser prejudicados. O estresse oxidativo causado pelo Cr induz as plantas a ativar seus
mecanismos de defesas, a fim de reduzir os danos causados pelo metal (POURRUT et al.,
2013). O estresse causado pelo Cr pode induzir possiveis tipos de modificacdo metabdlica em
plantas como alteracdo na producdo de pigmentos como clorofilas e carotenoides que estdo
envolvidos na manutencao de vida das plantas (BOONYAPOOKANA et al., 2002) e aumento
da producdo de metabdlitos (por exemplo, enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e peroxidases (POD)), como uma resposta direta ao estresse de Cr (SHANKER et al.,
2003). Gragas a esses mecanismos de sobrevivéncia as espécies vegetais sdo vastamente
utilizadas em projetos de restauracao de areas contaminadas.

As especies florestais estdo sendo estudadas ha alguns anos para avaliagdo do seu
potencial fitorremediador de metais, pois estas apresentam caracteristicas importantes,
principalmente a de ndo fazerem parte da cadeia alimentar humana e, assim, deixam de

introduzir o contaminante na dieta da populacdo. Algumas espécies arbdreas ja foram
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classificadas como fitorremediadoras para diversos metais pesados, as quais em sua maioria
tém a peculiaridade de serem hiperacumuladoras, que sdo aquelas que acumulam grande
quantidade do elemento toxico na parte aérea (SILVA et al., 2011; CAIRES, 2005; IRIE et
al., 2008; FRANCA, 2011). Entretanto, nos casos de recuperacdo de areas contaminadas
também é importante levar em consideracdo os aspectos ecoldgicos das espécies e sua
relevancia ambiental, econdmica e dependendo do projeto, a importancia paisagistica.

O género Handroanthus apresenta caracteristicas interessantes para ser utilizado como
fitorremediador, pois além de sua floracdo exuberante, possui uma alta adaptabilidade
fisiologica as diversas condi¢des ambientais (MARTINS; LAGO; CICERO, 2012;
SAMPAIO; POLO; BARBOSA, 2012). Pertencem ao género as espécies Handroanthus
heptaphyllus (VELL.) MATTOS e Handroanthus chrysotrichus (MART. ex DC) MATTOS,
conhecidas popularmente por Ipé-roxo e Ipé-amarelo, respectivamente, devido a coloracdo de
sua floracdo. S&o espécies com grande importancia ecoldgica, econémica e paisagistica.

Tendo em vista, a contaminacdo ambiental por Cr e seus riscos a saude humana, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o comportamento das espéecies nativas cultivadas
na presenca do metal e determinar sua capacidade de serem utilizadas como fitorremediadoras
do Cr.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo e no Laboratorio de Fisiologia Vegetal e
Nutricdo de Plantas pertencente ao Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria — RS (29° 42’ 56 S, 53°43°13” O ¢ altitude de 95 m). As sementes
de Handroanthus chrysotrichus e Handroanthus heptaphyllus foram obtidas no Centro de
Pesquisas em Florestas — DDPA de Santa Maria, RS. Inicialmente, as sementes passaram por
processo de assepsia, em camara de fluxo, onde foram desinfetadas com etanol 70% (v/v) por
30 segundos e apds em hipoclorito de sddio (NaOCI) 5% (v/v) por 15 minutos, sendo entdo
enxaguadas trés vezes seguidas com agua destilada. Parte dessas sementes foi direcionada
para o teste de germinacédo e as demais foram encaminhadas para as placas de petri sob papel
Germitest umedecido com agua destilada, as quais foram mantidas em camara de crescimento

a 28°C e com fotoperiodo de 16h/8h de luz/escuro por 28 dias. Subsequentemente, foram
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selecionadas as sementes pré-germinadas e transferidas para tubetes de 280 cm3 completos
com substrato comercial (composto por: turfa, casca de arvore triturada, serradura e fibra de
coco e 0s materiais de origem mineral incluem vermiculita e perlita), onde permaneceram em
casa de vegetacdo crescendo por quatro meses, recebendo irrigacdo diaria com lamina de
1mm, intercalando &gua e solucdo nutritiva completa. Apos o periodo de crescimento, 100
mudas de cada espécie foram encaminhas para o sistema hidropdnico composto por
recipientes plasticos com capacidade de 5 litros de solucdo nutritiva utilizando 5 plantas para
cada unidade experimental, suspensas em placas de poliestireno recebendo aeracdo constante.
Os experimentos de cada espécie foram conduzidos separadamente em mesmas condi¢es
climaticas.

As plantas foram aclimatadas durante 7 dias em solucdo nutritiva adaptada da solucéo
descrita por Hoagland; Arnon composta por (em puM): 6090,5 de N; 974,3 de Mg; 4986,76 de
Cl; 2679,2 de K; 2436,2 de Ca; 359,9 de S; 243,592 de P; 0,47 de Cu; 2,00 de Mn; 1,99 de
Zn; 0,17 de Ni; 24,97 de B; 0,52 de Mo; 47,99 de Fe (FeSO4/Na-EDTA) (HOAGLAND &
ARNON, 1938). ApoOs esse periodo as mudas receberam nova solucdo com adicdo de
dicromato de potassio, fonte utilizada de Cr, e realizou-se o balanceamento quimico de
potéssio para que todos os tratamentos tivessem a mesma concentracdo do nutriente. O pH foi
utilizado foi 6,0 (+0,1), no qual o metal encontra-se disponivel para as plantas, e com
diferentes concentragdes de cromo (Cr), descritas abaixo:

Tratamento 1: 0 mg L de Cr®* (auséncia de cromo);

Tratamento 2: 50 mg L de Cr®*;

Tratamento 3: 100 mg L* de Cré*;

Tratamento 4: 150 mg L* de Cr®;

Tratamento 5: 200 mg L* de Cr®*.

As solugbes foram trocadas a cada 5 dias, sendo o pH da solucgéo ajustado diariamente.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, utilizando quatro repeticdes por
tratamento. Nessas condi¢Ges as mudas permaneceram por 10 dias aonde foi observado os
primeiros sinais de contaminacgdo nas mudas, entdo foram realizadas as medicdes e coletas do
material para as andlises das variaveis de crescimento, biometria das folhas e raizes e

determinacédo da biomassa fresca de folhas e seca de raizes e folhas.

2.2.DETERMINACAO DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
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Apo6s exposicdo das plantas aos diferentes tratamentos, foram coletadas trés plantas
por repeticdo, sendo separadas em parte aérea e raizes, e congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido, as quais foram posteriormente armazenadas em ultrafreezer -80°C para a
determinacéo das seguintes variaveis:

e Conteudo de clorofila a, b e carotenodides de folhas: As clorofilas a e b e os
carotenoides foram extraidos segundo o método de Hiscox; Israelstan (1979) e
estimados usando a equacdo de Lichtenthaler (1987);

e Peroxidacao de lipidios de membrana: O grau de peroxidacdo foi estimado seguindo o
método de EI-Moshaty et al. (1993).A peroxidacdo lipidica foi expressa como nmol
MDA mg* de proteina;

e Atividade das enzimas superdxido dismutase e guaiacol peroxidase: A atividade da
enzima superoxido dismutase foi analisada de acordo com o método de Misra;
Fridovich (1972) e a atividade das peroxidases nao especificas presentes no extrato foi
determinada segundo Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato.

e Conteudo de peroxido de hidrogénio: Determinado de acordo com o método descrito
por Loreto; Velikova (2001). A concentragdo de H20; foi expressa como pmol g*
peso fresco.

2.3.DETERMINAQAO DAS VARIAVEIS FOTOSSINTETICAS

Aos 10 dias de exposigdo dos tratamentos foram realizadas as avaliagdes na primeira
folha completamente expandida, com a utilizacdo do medidor portatil Infra Red Gas Analyzer
(IRGA), marca LI-COR, modelo LI-6400 XT, utilizando uma radiacao fotossintética de 1500
umol m2 st e concentragdo de CO, de 400 pmol mol™. Foram utilizadas quatro plantas por
repeticdo de cada tratamento. As leituras foram realizadas entre as 8 e 11 horas da manhd,
onde foram determinados os seguintes parametros: taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A -
umol CO2 m? s1), condutancia estomética de vapores de agua (Gs - mol H2O m? s?),
concentragdo interna de CO, (Ci - (umol CO2 mol ar?), taxa transpiratéria (Trmmol - mmol
H.0 m2 s™), eficiéncia do uso da agua (EUA - mol CO2 mol H,O™) obtida pela relagéo entre
quantidade de CO: fixado pela fotossintese e quantidade de &gua transpirada, e eficiéncia
instantanea da carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) obtida pela relacdo entre quantidade de CO>

fixado pela fotossintese e concentracdo interna de CO..
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2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a normalizagdo da variancia utilizando o Teste de Shapiro-
Wilk a 5% com auxilio do programa estatistico PAST (HAMMER et al., 2001), para
posteriormente ser realizada a analise de variancia (ANOVA). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, com o auxilio do
programa estatistico SISVAR verséao 5,6 (FERREIRA, 2020).

3. RESULTADOS

3.1.DIAGNOSE VISUAL DE SINTOMAS DE TOXIDEZ
Ao final do experimento foram observados sinais de toxidez causados pelo Cr, nas
duas espécies. A H. heptaphyllus apresentou um visivel adelgacamento e quebra de suas raizes
secundarias, além do escurecimento de todo seu sistema radicular. Nos tratamentos de 100 e
200 mg L observou-se uma pigmentacio verde clara em suas folhas e necrose em diversos

pontos ao longo da sua area foliar (Figura 1).
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Figura 1- Comparacdo visual de mudas de H. heptaphyllus cultivadas em solugdo nutritiva,
com diferentes concentrac6es de Cr, apds 10 dias de exposi¢do ao metal.

FONTE: SASSO, V. M. (2019).

Sintomas semelhantes foram observados na H. chrysotrichus, onde o tratamento com
200 mg Lt apresentou inimeras manchas de necrose nas folhas, principalmente nas mais
velhas, além das folhas apresentarem senescéncia precoce. O sistema radicular apresentou
escurecimento, contudo ndo foi visualizado grande perda das raizes mais finas, como
apresentada pelo Ipé-roxo. Os tricomas do peciolo foliar na maior concentracdo de Cr,
apresentaram pequenos cristais de coloragédo alaranjada semelhante a cor do Cr (Figura 2).

Em ambas as espécies as nervuras das folhas apresentaram necrose, sendo mais
acentuada nos tratamentos de 100, 150 e 200 mg L* de Cr (Figura 3). A H. heptaphyllus
apresentou em algumas mudas deformagdo nos foliolos, tanto no nimero quanto em seu
formato, tal problema ndo foi observado no H. chrysotrichus, entretanto essa espécie

apresentou acentuada necrose no centro do caule e do peciélulo (Figura 4).
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Figura 2- Comparacédo visual de mudas de H. chrysotrichus cultivadas em solugdo nutritiva,

com diferentes concentrac6es de Cr, apds 10 dias de exposi¢do ao metal.

FONTE: SASSO, V. M. (2019).

Figura 3- Comparacdo visual dos foliolos de H. heptaphyllus (a) e de H. chrysotrichus (b)

cultivadas em solugdo nutritiva, com diferentes concentracbes de Cr, apds 10 dias de

exposicao ao metal.

s -
100mg L' 150 mg L' 200 mg L

FONTE: SASSO, V. M. (2019).
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Figura 4 — Comparacédo do peciolulo de H. chrysotrichus cultivada em solucdo nutritiva com

diferentes concentragdes de Cr, apds 10 dias de exposicdo ao metal.

200 mg L'

FONTE: SASSO, V. M. (2019).

3.2.QUANTIFICACAO DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS EM H. chrysotrichus e H.
heptaphyllus

3.2.1. Pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila a nas mudas de H. heptaphyllus reduziram a medida que as
concentragfes de Cr aumentaram. J& para o H. chrysotrichus ndo foi observada diferencas
significativas entre os tratamentos(Figura 5a, 5b).

Para clorofila b, o Ipé-roxo apresentou um aumento de 21,88% da variavel no
tratamento com a maior concentracdo de Cr comparado com o controle. O Ipé-amarelo obteve
seus teores de clorofila b estimulados com a presenca do metal nas concentra¢fes de 100 e
150 mg L*, enquanto a concentracdo de 200 mg L™ ndo apresentou diferenca com o
tratamento controle (Figura 5c, 5d). Por consequéncia, os teores de clorofilas totais nédo
apresentaram diferenga estatistica entre os tratamentos para ambas as espécies (Figura 5e, 5f).
Da mesma forma, para os carotenoides também n&o houve diferenca entre os tratamentos nas

mudas de H. chrysotrichus e H. heptaphyllus (Figura 6a, 6b).
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Figura 5— Teores de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais em H. heptaphyllus (a, c, e) e H.

chrysotrichus (b,d,f) submetidas a diferentes concentracdes de Cr.
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Onde: Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 6— Teores de carotenoides em H. heptaphyllus (a) e H. chrysotrichus (b) submetidas a

diferentes concentracdes de Cr.
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Onde: Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentracdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

3.2.2. Atividade das enzimas antioxidantes

As enzimas antioxidantes apresentaram diferencas significativas tanto nas folhas
quanto nas raizes. Para a guaiacol peroxidasse (POD) foi observado que a atividade da enzima
na parte aérea aumentou nas duas maiores concentracdes, apresentando valores 3 vezes
maiores que o controle (Figura 7a). Ja o Ipé-amarelo apresentou variacao significativa perante
0 teste estatistico, sendo mais evidente na primeira concentracdo utilizada, havendo um
aumento de 42,25%, enquanto as menores concentracfes diminuiram a atividade da enzima
(Figura 7Db).

As raizes sdo o0s 0rgdos que realizam o primeiro contato com o metal, em muitos casos
o0 absorvendo. Nesse sentido, a H. heptaphyllus demonstrou um pico na atividade da enzima
POD na concentracgdo de 100 mg L™, enquanto na maior concentragio houve uma reducgio na
atividade de 42,72% quando comparado ao controle (Figura 7a). Para o Ipé amarelo, a
atividade da enzima reduziu 47,38% e 26,47%, respectivamente, nos tratamentos de 50 e 200
mg L, quando comparado ao controle. O pico da atividade enziméatica foi observado na
concentragdo de 100 mg L, com um incremento de 14,45% (Figura 7b).

A superoxido dismutase (SOD) aumentou sua atividade nas folhas da H. heptaphyllus
nos tratamentos de 50 e 150mg L, apresentando acréscimo percentual de 94,47% e 94,08%,
respectivamente, se equiparado ao tratamento controle (Figura 7c). O comportamento da H.
chrysotrichus ndo demonstrou quaisquer diferencas significativas entre os tratamentos para o

mesmo orgéo vegetal (Figura 7d). A atividade da SOD nas raizes do Ipé amarelo foi crescente
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a medida em que as concentragdes de Cr aumentavam, apresentando diferenca significativa
entre o controle e os tratamentos com as maiores concentragdes de Cr. A atividade da enzima
SOD teve um incremento de 78,71% e 82,36%, respectivamente, para os tratamentos 150 e
200mg L (Figura 7d). As raizes do Ipé roxo apresentaram uma maior atividade nos
tratamentos de 50, 100 e 150 mg L, enquanto ocorreu redugio na atividade da enzima no

tratamento de 200 mg L™ n&o diferindo do controle(Figura 11c).

Figura 7— Atividade das enzimas Guaiacol peroxidase (POD) e Superoxido dismutase (SOD)
em raizes e parte aérea de plantas de H. heptaphyllus (a, c) e H. chrysotrichus (b, d)

submetidas a diferentes concentragdes de Cr.
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Onde: Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentracdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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3.2.3. Quantificacdo de perdxido de hidrogénio e degradacdo dos lipidios da

membrana

A peroxidagdo dos lipidios na membrana das células das folhas de H. heptaphyllus
demonstrou sensibilidade das espécies as concentraces a partir de 100 mg L™, apresentando
diferenca significativa entre o controle e as demais concentragdes, tendo seu ponto maximo
no tratamento com 100 mg L™, com aumento de 58,83% (Figura 8a). A H. chrysotrichus, por
sua vez, ndo sofreu grandes danos a membrana plasmética nas concentragcdes mais baixas de
Cr ndo diferindo do controle, entretanto, os tratamentos de 150 e 200 mg L de Cr®
apresentaram uma alta degradacdo de lipidios em sua membrana. As raizes dessa espécie
também apresentaram comportamento muito semelhante ao da parte aérea, onde as maiores
concentragfes de Cr ocasionaram maior producdo no conteudo de malondialdeido (MDA),
um dos produtos da peroxidacdo lipidica, enquanto nas demais concentraces ndo diferiram
do controle (Figura 8b). O oposto é observado nas raizes de H. heptaphyllus que logo na
primeira concentracao de Cr apresentaram um acréscimo de 80,99% de MDA, sugerindo uma
maior degradacdo de lipidios (Figura 8a, 8b).

A producéo de peroxido de hidrogénio (H202) nas plantas de Ipé roxo nos tratamentos
de 150 e 200 mg L apresentou aumento de 37,25% e 74,3%, respectivamente, nas folhas.
Suas raizes, por outro lado, ndo diferiram significativamente do controle (Figura8c), o que
também pode ser observado nas raizes de H. chrysotrichus (Figura 8d). Na parte area das
plantas de ipé amarelo, o peréxido de hidrogénio apresentou acréscimos proporcionais ao
incremento das concentragdes de Cr, onde, na presenca de 200 mg L™, houve um aumento de

214% no contetdo de peroxido de hidrogénio, comparado com o controle (Figura 8d).
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Figura 8 — Peroxidacdo de lipideos de membrana e contetdo de perdxido de hidrogénio em H.

heptaphyllus (a, c) e H. chrysotrichus (b, d) submetidas a diferentes concentracdes de Cr.
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Onde: Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus entre

as concentragdes de cromo pelo Teste de Tukey (P<0,05).

3.3.QUANTIFICACAO DOS PARAMETROS FOTOSSINTETICOS
A taxa de assimilagéo liquida de CO- reduziu drasticamente em todos os tratamentos
com a presenca de Cr quando comparada ao controle para o H. heptaphyllus (Figura 9a).
Embora a H. chrysotrichus também tenha reduzido sua capacidade de assimilacdo do CO»,
somente a concentragdo de 200 mg L apresentou a menor média (Figura 9b).
Para a condutancia estomatica, ambas as espécies tiveram comportamentos

semelhantes, onde a presenga de Cr reduziu drasticamente a condutancia de todos 0s
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tratamentos (Figura 9c e 8d). As espécies demonstraram 0 mesmo comportamento, entretanto,
a H. chrysotrichus apresentou condutancia estomatica cerca de duas vezes maior que a H.
heptaphyllus em todos os tratamentos, assim como para a taxa de assimilacéo liquida de CO..
A menor média da condutancia estomatica foi observada no tratamento com maior
concentracdo Cr, com reducéo de 63,72% em comparagédo ao controle.

A concentragéo intercelular de CO, aumentou a medida que as concentragdes de Cr
foram maiores, sendo que a H. heptaphyllus apresentou um aumento de 42,77% no tratamento
com 100mg L*, que foi a concentragdo que obteve a maior média. J4 a H. chrysotrichus
exibiu incremento de CO: intercelular somente quando submetida a maior concentracdo de
Cr, apresentando percentual de 21,22% a mais que o tratamento controle, demonstrando que a
espécie possui mecanismos de defesas mais eficientes que a H. heptaphyllus (Figura 9e, 9f).

As taxas de transpiracdo apresentaram respostas semelhantes para ambas as espécies,
sendo que o controle diferiu significativamente dos demais tratamentos que, por sua vez, ndo
diferiram entre si. A H. heptaphyllus indicou menor média da taxa de transpiracdo na presenca
de 50 mg L de Cr®*, com uma reducio de 82,1%, e os demais tratamentos exibiram médias
maiores, porém ainda muito baixas quando comparadas ao controle. A H. chrysotrichus
evidenciou comportamento analogo a outra espécie, entretanto suas taxas de transpiracao
foram superiores, tendo sua menor média expressa no tratamento com 150 mg L, com
reducdo de 56,13% (Figura 10a, 10b).

A H. chrysotrichus ainda mostrou uma maior tolerancia a toxidez do metal tendo em
vista que a eficiéncia do uso da agua foi pouco afetada pela presenca do contaminante, com
excecdo da concentragdo maxima de Cr utilizada que decaiu a eficiéncia em 52,9%. Ja a H.
heptaphyllus, mais uma vez, demonstrou maior sensibilidade ao Cr, devido & reducédo
significativa da sua eficiéncia em 72,98% no tratamento com 100 mg L™ de Cr®, e os
tratamentos subsequentes expressaram médias mais altas, mas as redu¢des ainda foram muito
significativas, sendo de 63,51% para a concentracdo de 150 mg L™ e de 56,81% para a de 200
mg L em relagdo ao tratamento controle (Figura 10c, 10d). A eficiéncia instantanea da
carboxilacdo da Rubisco foi afetada pela presenca do Cr, onde a H. heptaphyllus apresentou
diferenca significativa em todos os tratamentos quando comparados ao controle, sendo
observado uma reducdo de até 91,7% visualizada no tratamento com 100 mg L. A H.
chrysotrichus também apresentou reducGes nesse parametro, onde o tratamento com 200 mg

L diferenciou-se dos demais ocasionando uma reducio de 98,52% em relagdo ao controle.
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Figura 9-Taxa de assimilagdo liquida de CO., condutancia estomética e concentracdo de CO-

intercelular em plantas de H. heptaphyllus (a, c, €) e H. chrysotrichus (b, d, f) submetidas a

diferentes concentracdes de Cr.
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Figura 10— Taxa de transpiracdo, eficiéncia do uso da &gua e eficiéncia instantanea da

carboxilagdo da Rubisco em H. heptaphyllus (a, c, €) e H. chrysotrichus (b, d, f) submetidas a

diferentes concentracdes de Cr.
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4. DISCUSSAO
O presente estudo propds analisar os danos causados pela toxidez de Cr nas mudas de

H. heptaphyllus e H. chrysotrichus, observando as respostas bioquimicas e fotossintéticas das
espécies, além de detalhar e justificar os processos e mecanismos de defesa nas plantas as
condicBes de extremo estresse que foram expostas, tendo como objetivo encontrar espécies
com potencial fitorremediador, ou seja, tolerantes aos efeitos nocivos do Cr, visando a
utilizacdo para a fitorremediacao de areas contaminadas.

As variaveis de crescimento foliar unidas aos sintomas visuais atuam como
bioindicadores. Sinais de murcha, clorose e necrose como 0s observados nesse trabalho
corroboram para criagdo de protocolos de diagnose de contaminagdo. O Cr® atinge
primeiramente as folhas mais velhas como descrito com Dube et al. (2003). A exposicdo das
plantas de H. heptaphyllus e H. chrysotrichus ao Cr deu inicio a necrose nas nervuras dos
foliolos, o que é perceptivel devido a coloracdo escura, sugerindo a presenca do metal no
sistema vascular. Junela; Prakash (2005) apontaram que o transporte via xilema ocorre apenas
como Cr¥*, no qual ndo ha gasto de energia, entretanto, sabe-se que o Cr®* é absorvido pelas
plantas e convertido posteriormente em Cr3* dentro das células. Tal fendmeno possivelmente
ocorreu nas mudas de Ipé-roxo e Ipé-amarelo, justificando as marcagdes nas nervuras, no
caule e no centro do peciélulo.

Os pigmentos fotossintéticos sdo extremamente importantes pois estdo envolvidos na
sintese de carboidratos, construindo substancias orgénicas importantes para o
desenvolvimento vegetal. A redugéo dos teores de clorofila observada na H. heptaphyllus
ocorreu, possivelmente, pelo fato do Cr interferir na biossintese desses pigmentos, uma vez
gue o Cr interfere negativamente na sintese de compostos como a acido &-aminolevulinico,
que é o primeiro composto na via de sintese das clorofilas, os quais podem ser degradados e
por consequéncia diminuir a producéo dos pigmentos (KILLINY et al., 2018). O Cr, por outro
lado, aumentou a producdo de clorofilas na H. chrysotrichus, e isso pode ter ocorrido devido
ao efeito hormético (CALABRESE; BLAIN, 2009; CALABRESE; MATTSON, 2011). Esse
estimulo foi observado nas concentragbes entre 50 e 150 mg L, principalmente para a
clorofila b. Os resultados apresentados pela H. chrysotrichus foram diferentes do que
usualmente se encontra na literatura, sendo o comportamento da H. heptaphyllus semelhante
ao que foi encontrado por Din et al. (2020) e Singh; Rathore (2019) com Sesbania sesban,
Triticum aestivum e Capsicum annum. Possivelmente, os mecanismos de defesa da H.

chrysotrichus a tornou menos sensivel aos danos causados pelo Cr, ndo afetando
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negativamente sua producdo de clorofila, assim como a Plantago ovata que provou ter
estratégias de sobrevivéncia ao estresse (KUNDU, DEY, RAYCHAUDHURI, 2018).

A exposicdo das plantas as concentracdes elevadas de Cr ocasionou condicbes de
estresse, gerando produtos de oxidacdo lipidica. O H. heptaphyllus apresentou maior
sensibilidade, apresentando maior peroxidacdo dos lipidios da membrana plasmatica, os quais
sdo extremamente frageis a toxicidade gerada pelas ERO, logo os niveis de malondialdeido
(MDA), que é um dos biomarcadores mais utilizados por ser um dos produtos da peroxidacéao
lipidica, aumentaram ja nas menores concentracdes de Cr, sugerindo que o metal causou
danos na membrana plasmatica, ocorrendo primeiramente nas células das raizes. Para a H.
chrysotrichus, também houve um aumento na peroxidacdo lipidica, entretanto, essa espécie
apresentou picos na producdo de MDA apenas nas maiores concentracbes de Cr,
demonstrando que € menos sensivel em concentragdes de até 100 mg L. Normalmente
concentragdes menores que 100 mg L™ geram actimulo de MDA, como encontrado por Bilal
et al. (2018) que obteve acentuada inducdo de peroxidacdo lipidica e produgdo de ERO na
concentracdo de 5,0 mM de Cr em plantas de Glycine max.

O efeito toxico do Cr leva a criacdo de ERO, que tem como primeiro mecanismo de
combate as enzimas antioxidantes (TAIZ et al., 2017). Esse mecanismo é observado em
ambas as espécies. O H>O2 é uma das principais ERO, que prejudica diversos processos
fisiologicos das plantas entre eles fechamento estomético e formacao de ligacdes transversais
na parede celular. Embora sua presenca possa ser uma ameaca, 0 H.O, também pode ser um
sinalizador de estresse e ativador das vias de defesa da planta (MITTLER et al., 2011). Desse
modo, o fato de as raizes de H. chrysotrichus e H. heptaphyllus ndo terem apresentado
diferenga significativa entre o controle e os tratamentos com Cr pode sinalizar que essas
plantas ndo estariam passando por estresse oxidativo. Entretanto, a enzima SOD, que € a
principal linha de defesa contra as ERO, teve sua atividade amplificada nesse 6rgdo,
possivelmente degradando o anion superdxido e o transformando em H2O. (IRFAN et al.,
2014). Nas folhas a producéo de H>0O2 ndo teve 0 mesmo comportamento, onde os tratamentos
com maior concentracdo de Cr tiveram elevada producdo de H>O>. Em resposta ao estresse,
houve incremento na atividade da enzima POD na H. heptaphyllus, a qual, além de eliminar o
H.0O. também participa da biossintese de lignina, que por sua vez, cria um obstaculo
protegendo as plantas dos metais pesados (BASHRI et al., 2016). A H. chrysotrichus
apresentou alta atividade da SOD, apresentando valores bem superiores da H. heptaphyllus,
provavelmente sendo a principal responsavel pela homeostase da planta diante do estresse

oxidativo. Indicativos de tolerancia a toxicidade do Cr como os reportados nesse estudo
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também foram observados em Solanum nigrum e Parthenium hysterophorus (UDDIN,
BANO, MASOOD, 2015).

O estresse causado pelo Cr influenciou negativamente a fotossintese. De modo geral, a
H. heptaphyllus apresentou reducdo em todos os parametros fotossintéticos, e esse declinio de
desempenho fotossintético pode ser relacionado a reducgdo de pigmentos fotossintéticos que a
espécie sofreu induzido pela presenca do Cr (MISHRA; TRIPATHI, 2009; SHARMA et al.,
2016). O Cr, principalmente no seu estado hexavalente (Cr*), pode competir com fons de
magnésio (Mg) dos sitios ativos de muitas enzimas e esgotar o contetdo de clorofila (LIU et
al., 1993).Vernay et al. (2007) e Rodriguez et al. (2012) propdem que esses efeitos estdo
ligados a inibicdo da Rubisco, que pode ser causada pela troca do Mg pelo Cr, o que reduz a
afinidade da enzima para 0 CO2. O cromo, em altas concentracfes, pode levar a reducdo do
rendimento quantico da fotossintese, consequentemente reduzir a taxa de assimilacdo liquida
de COg, interferindo na condutancia estomética, afetando o metabolismo da planta (ELFADL,;
LUUKKANEN, 2006). A H. chrysotrichus assemelhou-se com a H. heptaphyllus, com
ressalvas para a concentracdo de CO; intercelular (Ci) e a eficiéncia do uso da agua (EUA),
que diferiram significativamente do controle na concentragdo de 200 mg L. Contudo a Ci
aumentou na maior concentracdo de Cr, enquanto a EUA foi reduzida em 52,9%. J& nas
demais concentracfes as taxas de Ci foram bem préximas aos valores apresentados pelas
plantas controle. Isso pode ter ocorrido devido a reducéo da eficiéncia da fixagdo do carbono,
através do aumento do Ci, como também foi observado por Vernay et al. (2007) em plantas de
Lolium perene L. Efeito semelhante foi observado por Liang et al. (2019) em seu estudo com
Mn, onde o aumento no Ci e a reducgdo da taxa de assimilacdo liquida pode estar relacionada
ao excesso de Cr nas células. Assim como o Mn, o Cr, por possuir especiacdo semelhante,
pode ter bloqueado a transferéncia de elétrons no fotossistema 1.

Através da colecdo de dados observados neste estudo sugere-se que as espécies H.
chrysotrichus e H. heptaphyllus possuem potencial bioindicador para ambientes contaminados
por Cr. A exposicdo prolongada das plantas a presenca do metal causaram sinais visuais de
toxidez, sendo assim possivel visualizar rapidamente a presenga no metal no meio. A unido
dos diversos parametros utilizados no estudo ajuda a esclarecer o comportamento das espécies
florestais quando expostas a altas concentragdes de Cr, uma vez que o metal é capaz de alterar

a fotossintese.
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5. CONCLUSOES

Em conclusdo, esse estudo demonstra que as plantas de H. chrysotrichus e H.
heptaphyllus possuem potencial para a utilizagdo como bioincadores da presenca do Cr nos
meios, tendo suas trocas gasosas comprometidas. O destaque para a H. chrysotrichus é
necessario, visto que, apresentou uma menor sensibilidade ao metal contaminante, em
concentracdes inferiores a 100 mg L™, através da menor peroxidagao lipidica, baixa atividade
da enzima POD, além de ter sua producgdo de clorofila b estimulada. Observou-se que ambas
as espécies tentaram ativar seus mecanismos de defesas contra a toxicidade de Cr, entretanto
sem muita eficiéncia, em especial o Ipé-Roxo. Desse modo, a H. chrysotrichus poderia ser
utilizada na recuperagdo de areas contaminadas por Cr em concentragdes de até 50 mg L

COm sucesso.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, ambas as espécies apresentaram dificuldade de superar os danos
gerados pelas concentragdes acima de 100 mg L™ de cromo (Cr). Embora a H. heptaphyllus
tenha apresentado uma elevada taxa de germinacdo mesmo com a presenca do Cr, a H.
chrysotrichus demonstrou resultados mais otimistas na maioria das variaveis avaliadas. Os
tratamentos com presenca de Cr ndo diferiram, em sua maioria, do controle na area radicular e
foliar, no didmetro médio das raizes, na atividade da enzima POD, na peroxidacao lipidica e
na presenca de H>O> nas raizes, na eficiéncia do uso da agua e na concentracdo interna de
CO.. Em algumas variaveis a H. heptaphyllus demonstrou sensibilidade ao metal, invalidando
a hipdtese de que a toleréncia a contaminacdo estd relacionada com o género, devido ao
comportamento distinto das duas espécies.

Os danos Vvisualizados nas plantas foram semelhantes e caracteristicos da
contaminacdo por Cr. Levando em consideracdo que as concentrages de Cr consideradas
normais para os solos brasileiros sdo inferior a 40 mg kg2, e seu valor limite é de até 75 mg
kg™, ou seja, valores acima desse tornam, perante a lei, o solo incapaz de sustentar as suas
funcBes principais (BRASIL, 2009). Nesse sentido, as espécies H. chrysotrichus e H.
heptaphyllus podem ser consideradas bioindicadoras de areas com elevada contaminacgdo por
cromo, sendo que a H. chrysotrichus ainda pode ser utilizada em etapas da recuperacao de

areas contaminadas com Cr no Brasil.
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