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RESUMO

O baru (Dipteryx alata Vogel) é uma planta arbérea nativa, de ampla distribuigdo
no Brasil e apresenta um crescimento e desenvolvimento em solos acidos como o do
Cerrado, indicando provéavel mecanismo de tolerancia as condi¢des adversas do solo,
como a alta concentracao de metais e o pH acido. Devido a inexisténcia de informagdes
sobre a tolerancia desta espécie a metais e a possibilidade de ser utilizada na recuperacao
de areas degradadas e/ou na fitorremediagdo, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a capacidade de germinacdo e crescimento in vitro de baru em meio
suplementado com diferentes concentracdes de aluminio, ferro e manganés, bem como,
por meio da andlise quimica, determinar a concentracdo dos metais acumulados nas
plantas cultivadas nestas condig¢des. Os tratamentos consistiram de: aluminio — AI** (0;
3,5;7,0; 10,5; 21,0 ou 42,0 mg L), ferro — Fe** (0; 2,5;4,9; 7,4; 14,7 0ou 294 mg L") e
manganés — Mn?" (0; 0,4; 0,8; 1,2; 2,4 ou 4,8 mg L) adicionados ao meio WPM. Os
valores testados foram baseados na resolugdo CONAMA 420/2009 para aguas
subterraneas, utilizando como menor concentracao o valor limite, calculado com base em
risco a saude humana. Foi realizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado, sendo testadas seis concentracdes de cada metal, cada tratamento foi
constituido por trés repeti¢cdes, sendo cada repeticdo composta por um frasco de cultivo
contendo cinco sementes cada. Aos 60 dias de inocula¢ao foram avaliados o percentual
de germinagdo, o nimero médio de folhas, o comprimento da raiz principal e da parte
aérea, a massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular e a concentracdo dos
cations AI**, Fe** e Mn*" na biomassa das plantas. Os resultaram evidenciaram que nas
condi¢des em que o experimento foi conduzido, a germinagdo e o crescimento in vitro de
baru ndo foram afetados pela presenga em altas concentragcdes de nenhum dos metais
avaliados, ndo sendo verificadas diferengas no percentual de germinag¢ao e no crescimento
das plantas, assim como nao foram observadas caracteristicas tipicas de toxicidade, como
alteracdes na morfologia das raizes, clorose ou oxida¢do dos tecidos. A auséncia de
sintomas de toxicidade nas plantas de baru, na presenca de AI’*, Fe** e Mn?" em
concentragdes acima dos valores limites encontrados na legislacdo, indicam que a espécie
é tolerante a estes metais. O acimulo de AI** e Fe** na biomassa das plantas, simultineo
ao aumento das concentragdes destes elementos no meio de cultivo, indica que a espécie
¢ uma provavel acumuladora destes elementos ao longo do seu desenvolvimento, haja
vista a presenga em concentragdes significativas destes elementos também nas sementes.

Palavras chave: Cultivo in vitro; metais potencialmente toxicos; contaminantes do solo.



ABSTRACT

Baru (Dipteryx alata Vogel) is a native tree plant, widely distributed in Brazil and
has a growth and development in acidic soils like the Cerrado, indicating a probable
mechanism of tolerance to adverse soil conditions, such as the high concentration of
metals and the acidic pH. Due to the lack of information on the tolerance of this species
to metals and the possibility of being used in the recovery of degraded areas and / or in
phytoremediation, this work was developed with the objective of evaluating the
germination capacity and in vitro growth of baru in medium supplemented with different
concentrations of aluminum, iron and manganese, as well as, through chemical analysis,
determine the concentration of metals accumulated in seedlings grown under these
conditions. The treatments consisted of: aluminum - AI**(0; 3.5; 7.0; 10.5; 21.0 or 42.0
mg L), iron - Fe* * (0; 2.5; 4.9; 7.4; 14.7 or 29.4 mg L!) and manganese - Mn?>* (0; 0.4;
0.8; 1.2; 2.4 or 4.8 mg L!) added to the medium WPM. The values tested were based on
the CONAMA 420/2009 resolution for groundwater, using the limit value as the lowest
concentration, calculated based on risk to human health. A completely randomized
experimental design was carried out, with six concentrations of each metal being tested,
each treatment consisting of three replications, each repetition consisting of a cultivation
bottle containing five seeds each. At 60 days of inoculation, the percentage of
germination, the average number of leaves, the length of the main root and the aerial part,
the fresh and dry mass of the aerial part and the root system and the concentration of
cations AI’*, Fe*" and Mn?" were evaluated in seedling biomass. The results showed that
under the conditions in which the experiment was conducted, germination and in vitro
growth of baru were not affected by the presence in high concentrations of any of the
metals evaluated, with no differences in the percentage of germination and seedling
growth, as well as typical toxicity characteristics, such as changes in root morphology,
chlorosis or tissue oxidation, were not observed. The absence of toxicity symptoms in
baru seedlings, in the presence of AI**, Fe*" and Mn?" in concentrations above the limit
values found in the legislation, indicate that the species is tolerant to these metals. The
accumulation of AI** and Fe*" in the seedling biomass, simultaneously with the increase
in the concentrations of these elements in the culture medium, indicates that the species
is a probable accumulator of these elements throughout its development, considering the
presence in significant concentrations of these elements also in the seeds.

Keywords: /n vitro cultivation; potentially toxic metals; soil contaminants.
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1. INTRODUCAO

Alguns dos metais encontrados no solo e considerados téxicos sao
bioacumulativos, nao se decompdem no ambiente e nao sao facilmente metabolizados, o
que ¢ a principal razdo para a sua acumulacdo na cadeia alimentar dos produtores
primdrios (através da absorc¢do pelas de plantas) e ao nivel do consumidor (através do
consumo) (ACKOVA, 2018).

Metais sao definidos quimicamente como elementos que conduzem eletricidade,
tém brilho metalico, sdo maleaveis e ducteis, formam cations e t€ém oOxidos basicos
(ATKINS & JONES, 1997). De modo geral, os metais per se ndo sdo acessiveis para os
vegetais, somente ap0Os sofrerem reagdes quimicas que alteram seu estado de oxidacao se
tornam disponiveis na solu¢ao do solo para as plantas como composto quimico, como por
exemplo, na forma de sal (APPENROTH, 2010). Alguns dos metais encontrados na
natureza sdo essenciais para o crescimento das plantas, tais como o cobalto, cobre, ferro,
mangangés, molibdénio, niquel e zinco, denominados micronutrientes ou elementos trago,
desempenham fun¢des bioquimicas e fisioldgicas essenciais, podendo citar a participagdo
em reagdes redox e diretamente na estrutura de varias enzimas (APPENROTH, 2010;
NAGAJYOTTI et al., 2010). No entanto, quando a concentracdo interna destes elementos
excede certo limiar, eles podem exercer efeitos toxicos nas plantas. A toxicidade dos
metais em plantas pode variar de espécie para espécie, e esta relacionada com a
concentracdo, a forma quimica, e o pH do solo (NAGAJYOTI et al., 2010; ACKOVA,
2018).

Grande parte dos solos do Cerrado (Latossolos, 44,1%) (BOLFE et al, 2020)
apesar de apresentarem boas caracteristicas fisicas, classificados como Latossolo
Vermelho-Escuro, Latossolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Roxo sdo solos forte ou
moderadamente acidos (pH entre 4,5 e 5,5) (RIBEIRO & WALTER, 1998). A acidez do
solo é medida através dos teores de A1°* e hidrogénio trocavel do solo, porém na pratica,
a acidez se deve a um complexo de fatores, podendo ser devido a baixa atividade dos
microrganismos benéficos, a deficiéncia ou toxicidade dos nutrientes e a interagdo entre
estes fatores (FAGERIA & STONE, 1999). De acordo com Haridasan (2008) os extremos
do pH do solo afetam a disponibilidade dos nutrientes de suas formas, num extremo
causando deficiéncia e no outro a toxicidade, independentemente das suas concentracdes
totais na matriz solo-mineral. Dentre as alteragdes quimicas causadas pela acidez

encontra-se a solubilizacdo dos elementos na solucao do solo, atingindo niveis toxicos
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como no caso do aluminio, manganés e ferro (KOCHIAN, 1995). O aluminio ¢
solubilizado em pH inferior a 5,0 formando Al** e AIOH?*, 0 manganés em pH inferior a
5,6 e o ferro apenas em pH inferior a 4,0 devido a sua forma oxidada (HARIDASAN,
2008).

Plantas cultivadas em solos do Cerrado, na auséncia de calagem e adubagdo
apresentam reducdo do crescimento, sendo susceptivel a toxicidade do aluminio e
manganés. Porém, o Cerrado apresenta inimeras espécies de plantas nativas resistentes
ou tolerantes as condi¢des edaficas consideradas desfavordveis as plantas cultivadas
(HARIDASAN, 2008). De acordo com o mesmo autor, muitas espécies comuns desse
Bioma, para o aluminio, por exemplo, em vez de excluir este elemento, absorvem grandes
quantidades do mesmo e o transportam para folhas, acumulando-o em diferentes tecidos,
incluindo folhas e sementes.

Espécies nativas resistentes ou tolerantes as condi¢des edaficas consideradas
desfavoraveis sdo importantes agentes fitorremediadores. Plantas fitorremediadoras, de
acordo com Peuke & Rennenberg (2005) podem absorver os metais do solo e acumula-
los na biomassa vegetal; degradar os contaminantes organicos; volatilizar poluentes, bem
como, por meio das raizes, imobilizar ou reduzir a biodisponibilidade dos poluentes.

Neste sentido, o estudo e a identificacdo de plantas fitorremediadoras sao
fundamentais para a recuperagdo de areas degradadas. Dentre as espécies nativas, o baru
(Dipteryx alata Vogel), Fabaceae, espécie de ampla distribui¢do no Brasil e de ocorréncia
no Cerrado, incluindo formagdes florestais Cerraddo e Mata, areas de transi¢ao entre
Cerrado e Mata Estacional ou Galeria e no Cerrado Sentido Restrito destaca-se como uma
espécie promissora para a recuperacao de areas degradadas em longo prazo (VIEIRA et
al, 2010).

Considerando a ampla distribuicdo do baru, seu crescimento e desenvolvimento
em solos 4cidos, plantas desta espécie podem ter desenvolvido mecanismos de tolerancia
as condigdes adversas do solo, como alta concentragdo de metais e pH acido. Devido a
inexisténcia de informagdes sobre a tolerancia desta espécie a metais na literatura até o
momento, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a tolerancia de plantas
de baru (Dipteryx alata Vogel), germinadas e cultivadas in vitro em meio de cultivo

suplementado com diferentes concentragdes dos cations aluminio, ferro € manganés.
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1.1. Revisao de literatura

1.1.1. Metais potencialmente toxicos
A agdo do homem no ambiente ¢ o fator principal quando se trata da contaminagao

do solo por metais potencialmente toxicos (MPT) dentre as quais podemos destacar
emissoes causadas pelo crescimento desordenado de areas industriais, mineragao, uso
inadequado de fertilizantes quimicos e agentes fitossanitarios, e a aplicagdao no solo de
residuos de esgoto (PANDEY et al, 2016; ZHANG et al, 2010).

Os MPT podem ser divididos em duas categorias conforme os beneficios e
toxicidade que promovem. Ha o tipo de elemento que ¢ diretamente toxico, mesmo em
pequenas quantidades, como € o caso do caddmio, cromo, mercurio € chumbo. Por outro
lado, ha os metais que s3o0 micronutrientes essenciais para animais e vegetais, que estao
diretamente relacionados ao seu desenvolvimento, por estarem envolvidos em multiplos
processos metabolicos, e fazer parte da composi¢ao de enzimas e proteinas. Apesar disto,
esses elementos até entdo essenciais podem se tornar toxicos, quando sua concentragao
excede um teor critico especifico.

O ferro e o manganés fazem partes desses micronutrientes essenciais, porém
potencialmente toxicos, assim como o aluminio, que apesar de nao ser um micronutriente
essencial, esta relacionado ao crescimento das plantas (HALL 2002; BASLAR et al.,
2009; DOGAN et al., 2010; DURKAN et al., 2011; UGULU et al., 2012; TAIZ, et al.,
2017).

H4 uma relagdo entre a presenga de MPT no solo, sua assimilacdo pelas plantas e
os danos causados a saude de animais e seres humanos (AHMAD et al., 2010). Khan et
al. (2015) relata que as implicagdes dos MPT na saide humana podem ser diretas e
indiretas, e o impacto direto esta relacionado a ingestdo de alimentos contaminados por
esses elementos, sendo os vegetais uma das principais fontes. Em seu estudo ficou
constatado que as concentra¢des de cadmio, chumbo e cobre encontrados nas culturas

alimentares foram muito superiores aos valores de referéncia.

1.1.2. Aluminio

O aluminio (Al) ¢ o terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre
encontrado em estado solido, e faz parte da composi¢do de muitos minerais que compoe
o solo (POGUE & LUKIW, 2014). Porém em solos acidos, com pH menor que 4,5, o Al
torna-se soltvel, alterando seu estado para as formas, A[(OH)**e AI** (KINRAIDE, 1997)

condigdes toxicas para determinadas espécies vegetais, induzindo a inibicdo do
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crescimento radicular, a capacidade da planta de absorver nutrientes e d4gua e de interagir
com 0s microrganismos presentes no solo, levando a deficiéncia nutricional (YANG et
al, 2011; KOPITTKE et al, 2015; KOCHIAN et al, 2016).

Algumas espécies adaptadas aos solos acidos desenvolveram mecanismos de
exclusdo ou de tolerancia ao Al, ambas as estratégias demonstram ser igualmente bem
sucedidas para lidar com a toxicidade do elemento (SCHMITT et al., 2016). O mecanismo
de exclusao do Al tende a impedir ou limitar a entrada deste cation pelo apice da raiz (via
apoplastica e simplastica), diminuindo os danos causados por sua interacao com a parede
e membrana celular. Plantas tolerantes metabolizam ou sequestram o Al, armazenando-
os em vacuolos, oxidando o metal ou acumulando o mesmo nas folhas (KOCHIAN et al.,
2016).

Algumas espécies vegetais podem acumular até 1000 mg kg™ de Al na massa seca
(JANSEN et al., 2002; HARIDASAN, 2008). As plantas acumuladoras sdo encontradas
principalmente nas regides tropicais, pois sdo mais adaptadas aos solos acidos (JONES
& RYAN, 2016). De modo semelhante, algumas plantas nativas do Cerrado, devido ao
solo acido, com pH variando entre 4,5 e¢ 5,5 (RIBEIRO & WALTER, 1998),
desenvolveram mecanismos de resisténcia ou tolerancia as condigdes edaficas
consideradas desfavoraveis (HARIDASAN, 2008).

O Al compromete a divisao celular por meio da interrupg¢ao da mitose. Quanto a
inibicio do crescimento radicular, o processo acontece devido a ligacio do AI**
disponivel no solo nas cargas negativas da membrana e parede celular, que se acumulam
na hemicelulose presente nesta tltima estrutura, interrompendo a expansao das células

entre o meristema e a zona de transi¢do distal da raiz. Na parede celular, o AI**

pode se
ligar nas proteinas de parede, alterar o pH e substituir o calcio no acido galacturonico
(maior componente da pectina), o que resulta no aumento da rigidez da parede celular,
impedindo assim o afrouxamento necessario para a expansao celular. Na membrana
celular, o aluminio pode substituir o Ca®" presente nas pontes entre os principais grupos
de fosfolipidios, afetando o movimento das proteinas na bicamada lipidica, afetando tanto
o metabolismo simplastico como o apoplastico. A respiracao e o metabolismo celular nas
raizes, de um modo geral, ndo parecem ser afetados pela presenga do Al, havendo duas
hipéteses para explicar esta situagdo: na primeira, a concentragio de AI** livre ¢ baixa no
citoplasma, e a segunda, os complexos formados através das ligacdes com o Al** ndo

causam toxidez (JONES & RYAN, 2016; TABUCHI & MATSUMOTO, 2001;
SIVAGURU et al, 2000).
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1.1.3. Ferro
O ferro (Fe) ¢ mais conhecido por sua deficiéncia, do que por seus efeitos toxicos,

seja em plantas ou nos seres humanos. Porém, o excesso de Fe pode promover o
desenvolvimento de espécies reativas de oxigénio, a diminuicdo da fluorescéncia da
clorofila, atuando como fotoinibidor (KAMPFENKEL et al, 1995; KUPPER &
ANDRESEN ,2016; LI & WARD 2018).

Trata-se do quarto elemento mais abundante na litosfera, ¢ na maioria das vezes
esta presente em grandes quantidades no solo, porém a disponibilidade do Fe ¢ ditada
pelo potencial redox do solo e pH. Em solos aerdbicos ou com pH mais altos, o Fe ¢
prontamente oxidado e predominantemente encontrado na forma insoluvel de 6xido
férrico (Fe203). Em pH mais baixo (4cido), o Fe** ¢ liberado do 6xido e torna-se mais
disponivel para absorcdo pelas raizes (MARSCHNER et al., 2011; ROUT & SAHOO,
2015). Em condi¢des de alagamento o Fe** é reduzido a Fe**, o que facilita sua absor¢io
pela planta, passando a ser um metal potencialmente toxico (SCHMIDT et al, 2020). O
mesmo ocorre em relacdo ao pH do solo que, quanto mais acido for, maior serd a
velocidade de reducgdio do Fe** para Fe?" (SOUZA et al, 2010; BRIAT & LOBREAUX,
1997). Areas onde ocorre atividade de minera¢io podem acumular particulas de ferro no
solo, este fato, associado ao pH acido, também pode aumentar a disponibilidade de Fe no
substrato (WONG et al. 1978). Portanto nas condi¢des acima citadas, com a redugdo de
ferro na forma férrica e a estabilizacdo do ferro na forma ferrosa, o Fe?" passa a ser
prontamente absorvido pela planta (FITTER & HAY, 1989).

Cerca de 80% do Fe disponivel na planta estd presente no sistema fotossintético,
necessario para a biossintese de citocromos e outras moléculas do complexo heme e
fixagdo de CO2, o que consequentemente esta diretamente ligado a produgao de biomassa,
ou seja, no crescimento e produtividade da planta (BRIAT et al, 2007; BRIAT et al, 2010).
Dentre as fungdes do ferro estdo a de atuar como cofator de muitas enzimas na
fotossintese, respiracdo, sintese hormonal, sintese de DNA, desenvolvimento de
cloroplastos e biossintese de clorofila, gracas a sua capacidade de ganhar e perder elétrons
¢ uma peca essencial da cadeia de transporte de elétrons (SCHMIDT et al, 2020;
KALAIVANAN & GANESHAMURTHY, 2016; ROUT & SAHOO, 2015).

Em situagdes onde a presenga do Fe no solo ¢ suficiente para suprir as
necessidades dos vegetais, as raizes das plantas reduzem o Fe** a Fe?", para que ocorra o

transporte do metal através da membrana plasmatica destas raizes (BIENFAIT, 1985).
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A escassez de ferro no solo causa clorose das folhas, enquanto o excesso causa a
reducdo da sintese e degradagao das proteinas ja existentes devido a formagao de espécies
reativas ao oxigénio. O ferro também ¢ capaz de atuar como catalizador, por meio da
reacdo de Fenton, produzindo radicais de hidroxila, os quais podem danificar estruturas

lipidicas, proteinas e 0o DNA (SCHMIDT et al, 2020; ROUT & SAHOO, 2015).

1.1.4. Manganés
O manganés (Mn) ¢ um elemento abundante na crosta terrestre, abrangendo cerca

de 0,1%. Este metal faz parte da composicdo de mais de 100 minerais, dos quais se
destacam o oxido de manganés (MnQO3), carbonato de manganés (MnCQ3) e piroxmangita
(MnSiO3) (GRAEDEL, 1978; EPA, 2003; WILLIAMS, 2020).

O Mn participa de varios processos no metabolismo vegetal, dentre os quais, a
prote¢do e diminui¢do dos danos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS); em
processos de oxirreducdo, como cofator enzimdtico na reagdo de oxidagdo da agua pelo
fotossistema II; no metabolismo de 4cidos graxos e de carboidratos (MARSCHNER,
1995; DUCIE & POLLE, 2005; SCHMIDT, 2016). No entanto, poucas siao as
informagdes com relagdo a absor¢do, acumulagdo e desintoxicacdo do manganés, suas
interagdes e reacdes em plantas lenhosas (KUMARI et al, 2016).

O Mn em altos niveis ¢ toxico tanto para vegetais quanto para animais. Nos
vegetais, o excesso de manganés diminui a produgdo agricola (KOCHIAN, 1995), pois
este metal compete com outros elementos pela absorcao de Mg, Ca, K, Fe, e de N e P, no
vegetal, o que leva a diminui¢cdo nutricional da planta. (CLAIR & LYNCH, 2005;
SANTOS et al, 2017). Em seres humanos o excesso pode causar doencas neuro-
degenerativas, disturbios do sistema reprodutivo € mau funcionamento do sistema imune
(CAMPAGNA et al, 2013).

O manganés ¢ transportado das raizes para o apice caulinar com facilidade, onde
sdo encontrados os primeiros indicios da toxicidade deste metal (ECKHARD et al, 2012).
Os sintomas de toxicidade apresentados pelas plantas podem ser: manchas marrons em
folhas velhas, clorose e necrose intervenal, deformag¢do de folhas jovens e retardo de
crescimento (FOY et al.,, 1978; FOY, 1988, WISSEMEIER & HORST, 1992;
BALDISSEROTTO et al., 2007; FERNANDO & LYNCH, 2015).

Da mesma maneira que acontece com o aluminio, solos acidos aumentam a

biodisponibilidade de manganés, (KOGELMANN & SHARPE, 2006). Plantas tolerantes
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ao Mn incluem mecanismos como, o sequestro do elemento acumulando-o nos vactiolos
ou em alguns casos nos cloroplastos compartimentando-o nos tecidos foliares; na
conversao do metal em um composto metabolicamente inativo, como um complexo de
quelato de Mn** (McCAIN & MARKLEY, 1989; DOU et al., 2009; ECKHARD et al,
2012).

1.1.5. Fitorremediacao

A fitorremedia¢ao ¢ um método em que plantas sdo utilizadas para extrair ou
sequestrar elementos ou moléculas consideradas téxicas, presentes no solo, agua,
sedimentos e ar contaminados. Este processo ¢ possivel gragas a capacidade de adaptacao
dos vegetais a condi¢cdes adversas do ambiente, seja este pobre ou rico em nutrientes,
acido, salino, ou contaminado, por diversos tipos de metais, agentes organicos ou
inorganicos, através da absor¢do dos contaminantes, e desta forma se tornam uma
alternativa biotecnologica economicamente viavel e eficaz (MEMOM & SCHRODER,
2008; TAVARES et al, 2013; BERNARDINHO et al, 2016; TAIZ et al., 2017; SILVA et
al, 2019).

A fitorremediagdo pode ocorrer de varias maneiras, entre elas a fitoextracdo, que
desloca os metais do solo e acumula na biomassa vegetal; a fitodegradagdo ou
fitotransformagdo, onde as plantas absorvem, armazenam e degradam os contaminantes
organicos; a rizofiltragdo através da qual os agentes contaminantes sdo removidos de
fontes aquosas por meio das raizes; a fitoestabilizacdo, que imobiliza ou reduz a
biodisponibilidade dos poluentes; e a fitovolatilizacdo: uso de plantas para volatilizar
poluentes (PEUKE & RENNENBERG, 2005).

Em condi¢des naturais, os metais estdo contidos nos solos em baixas
concentragdes, sem que haja risco ao ambiente. Nagajyoti et al. (2010), enumera seis
fontes de metais potencialmente toxicos que podem contaminar o meio ambiente: (1)
fontes naturais: rochas e vulcdes; (2) fontes agricolas: fertilizantes, pesticidas, calagem
do solo e irrigagdo; (3) fontes industriais: mineragdo, transporte do minério, fundi¢do,
reciclagem de metais; usinas que queimam carvao e usinas nucleares, industria petrifica;
(4) efluentes domésticos: dguas residuais da rede de esgoto, incineragao de lixo e lixdes;
(5) fontes atmosféricas: deslocamento da fumaca e cinzas proveniente de erupgdes
vulcanicas, queima de carvao e lixo; (6) outras fontes: veiculos e aeronaves movidos a

diesel.
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Os procedimentos tradicionais de recuperacdo do solo, remog¢do, lavagem e
estabilizacdo fisica sdo caros e agressivos ao meio ambiente. Em contraponto, a
fitorremediacdo tem uma Otima relacao custo beneficio, pode ser aplicada em grandes
extensdes contaminadas e, atuar na restauragao da paisagem (BERNARDINHO, 2016).

A utilizac¢ao de espécies lenhosas para fitorremediagdo também contribui para a
diminui¢do da erosao e lixiviagdo, além do aumento da atividade microbiana do solo, isto
se da devido ao desenvolvimento do sistema radicular e caulinar da planta, ¢ a sua
disposi¢do de acumular metais, ¢ a maior producao de biomassa (CARNEIRO et al.,
2002; BRUNNER et al., 2008)

A arborizacdo de areas degradadas ¢ um modo sustentavel de reconstruir o solo,
além da regeneracdo do ambiente, contudo, a fitorremediagdo florestal demanda muito
tempo para mostrar resultados efetivos, e tem um alto custo, variando de acordo com a
arvore utilizada e o local a ser corrigido (PULFORD & WATSON, 2003; HAIGH, 2018).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente do Brasil - CONAMA, no uso das
atribuicdes, através da Resolucdo n® 420, de 28 de dezembro de 2009, alterada pela
Resolugdo CONAMA n° 460/2013, do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA, dispos sobre critérios e valores que irdo orientar a respeito da qualidade do
solo, quanto a presenca de substincias quimicas, as concentragdes maximas permitidas
para metais em solos e aguas subterraneas. O artigo 3° desta resolu¢do determina que:
“Art. 3° - A proteg@o do solo deve ser realizada de maneira preventiva, a fim de garantir
a manutencdo da sua funcionalidade ou, de maneira corretiva, visando restaurar sua
qualidade ou recupera-la de forma compativel com os usos previstos”.

Estudos sobre a tolerancia das plantas a metais potencialmente toxicos e sua
adaptagdo as areas contaminadas sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias
e tecnologias para a fitorremediacdo. Os estudos sobre fitorremediacdo tém crescido no
Brasil, mas ainda s3o necessarias pesquisas que utilizem plantas nativas
(BERNARDINHO, 2016). Entender os mecanismos envolvidos na acumulagdo e
desintoxicacdo de metais potencialmente toxicos em plantas lenhosas ¢ fundamental para

gerar metodologias de fitorremediagdo (KUMARI et al, 2016).

1.1.6. Baru - Dipteryx alata Vogel
Dipteryx alata Vogel (Figura 1) é uma planta arborea, conhecida popularmente

como baru, cumbaru, barujo, feijdo-coco, castanha-de-burro, pau-cumaru ou imburana-

brava, pertence a classe Equisetopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae. O género
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Dipteryx ¢ constituido por 15 espécies que sdo exploradas na inddstria madeireira e

alimenticia, no paisagismo e na recuperacao de areas degradadas (SILVERIO, 2013).

Fonte: Liana John. Imagem capturada em 25/02/2020, disponivel em:
https://conexaoplaneta.com.br/blog/oba-o-baru-invadiu-os-doces-de-amendoim/

Apesar de ser uma planta nativa, o baru ndo ¢ endémico, e distribui-se
principalmente no Cerrado, nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil,
além da Venezuela, Costa Rica e Panama (CARVALHO, 2020; FERREIRA et al, 2018;
SILVERIO et al, 2013; LORENZI, 2008).

O baruzeiro ou barueiro pode atingir até 25 metros de altura, apresenta folhas
compostas pinadas e com filotaxia alterna. As flores sdo hermafroditas, e o fruto ¢ do tipo
drupa, ovoide, levemente achatado, de cor marrom (MELHEM, 1974, CNCFlora, 2012).

A castanha do baru ¢ rica em lipideos (40%) e proteinas (30%), sais minerais,
aminoacidos, além de apresentar boa digestibilidade (SOUSA et al, 2011), polpa ¢
composta principalmente por carboidratos (63%), dos quais prevalecem amido, fibras
insoluveis e acucares (ALVES et al., 2010), sendo utilizado na produgdo de barras de
cereais, biscoitos, licores, e para a extragcdo de 6leo (SANTOS et al, 2012).

De acordo com CNCFlora (2012) o baru apresenta uma populagdo de individuos
estavel, porém, em um futuro préximo, podera ter uma reducao em sua subpopulacdo. A
espécie aparece no The IUCN Red List of Threatened Species como vulneravel (12/2019).

A exploragdo da madeira nobre da arvore, das sementes por parte das comunidades
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tradicionais, e a perda de habitat para a agricultura e pastagens, ¢ o que nos traz a esta
perspectiva (OLDFIELD et al., 1998; CORREA et al, 2000; SILVERIO et al, 2013;
MAGALHAES, 2014).

Hoje no Brasil a exploragdo do baru ¢ proveniente de uma atividade extrativista,
na qual agricultores familiares fazem a coleta dos frutos maduros que caem no chao,
extraem suas castanhas para a producdo artesanal de seus derivados alimenticios, ou as
vendem para empresas e cooperativas e associacdes de agricultores familiares. Contudo
ainda ndo hd dados quanto ao impacto e a sustentabilidade desta atividade
(MAGALHAES, 2014). Por outro lado, o plantio de baru em 4reas degradadas é indicado

para a recuperacao do local e preservacao da espécie (Sano et al., 2004).

1.1.7. Cultivo in vitro
A cultura de tecidos vegetais ¢ uma ferramenta adequada para estudos de

fitorremediacdo, porém, apesar do avango nesta area, mais pesquisas sao necessarias para
esclarecer as interagdes entre células vegetais e elementos quimicos toxicos no ambiente
(DORAM, 2009). Flocco & Giulietti (2007) defendem que as pesquisas basicas de
fitorremediacdo devem acontecer em laboratério, com técnicas de cultivo de plantas
desenvolvidas em condigdes controladas. Técnicas de cultivo in vitro permitem num curto
periodo de tempo e sob condigdes controladas avaliar a exigéncia nutricional de uma
planta, a tolerancia ou a toxicidade de qualquer elemento, seja este, nutriente ou nao.
Até o momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos relativos a
tolerancia ou toxicidade de metais potencialmente toxicos em plantas de baru. Com
relagdo a propagacao in vitro da espécie, algumas pesquisas sao direcionadas para outras
espécies do género Dypteryx, como exemplo, o estabelecimento de protocolos para
culturas de células em suspensdao de D. odorata (Aubl.) Willd. e D. oleifera Benth

(GOMEZ et al, 2013), contudo o estudo foi direcionado a area farmacoldgica.

1.2. Objetivo geral
Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a tolerancia de plantas

de baru (Dipteryx alata Vogel), germinadas e cultivadas in vitro em meio de cultivo

suplementado com diferentes concentragdes dos cations aluminio, ferro € manganés.
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1.2.1. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de A", Fe** e Mn?" em diferentes concentra¢des sobre percentual
de germinacao in vitro de baru;

e Avaliar o efeito de AI’", Fe’* e Mn?" em diferentes concentracdes sobre o
crescimento in vitro de baru;

e Avaliar a capacidade de acumulacdo dos metais AI**, Fe’" e Mn?" na biomassa

das plantas de baru.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biolégico
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da

Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados - MS.

Como material vegetal foram utilizadas sementes obtidas do Assentamento Teijin,
localizado no municipio de Nova Andradina— MS (S: 21°53” 53,22” ¢ W: 53°11° 12,33”).

Para atingir o objetivo proposto foram estudados trés metais, aluminio - Al
(AICI36H20), ferro - Fe (FeSO47H20) e manganés - Mn (MnSO4H>0). Para cada metal
foi realizado um experimento em delineamento experimental inteiramente casualizado,
totalizando seis tratamentos para cada metal. Cada tratamento foi constituido por trés
repeticoes, sendo cada repeticdo composta por um frasco de cultivo contendo cinco
sementes cada. Os tratamentos consistiram de: AI** (0; 3,5; 7,0; 10,5; 21,0 ou 42,0 mg L~
), Fe** (0;2,5; 4,9; 7,4; 14,7 ou 29,4 mg L!) e Mn** (0; 0,4; 0,8; 1,2; 2,4 ou 4,8 mg L),
adicionadas ao meio de cultura WPM (Wood Plant Medium — LLOYD & MCCOWN,
1980), As concentragdes estudadas foram baseadas utilizando como referéncia o limite
maximo para aguas subterraneas, recomendado pela Resolugdo CONAMA n° 420 de 28
de dezembro de 2009 (CONAMA, 2009).

O meio WPM foi suplementado com os metais de acordo com cada tratamento
(Tabela 1), 100 mg L' de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose e 6,0 g L' de 4gar, sendo o
pH ajustado para 5,8 antes da inclusdo do agar. Apos a homogeneizacdo, os meios foram
fracionados e distribuidos em frascos de vidro transparente (80 mL em cada frasco com
capacidade de 500 mL), fechados com papel aluminio, sendo em seguida esterilizados em

autoclave a 121°C e 1,5 atm de pressao por 20 minutos. Apos a esterilizagdo dos meios
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de cultivo, o pH foi aferido novamente, sendo constatado para todos os tratamentos o
valor de 5,6, uma redugao de 0,2.

Para a realizacdo dos experimentos, em camara de fluxo laminar, as sementes
foram esterilizadas superficialmente por meio de imersao e agitacao constante em trés
solugdes desinfetantes conforme a ordem descrita a seguir. Solu¢ao de hidroxido de sodio
(0,1M) por cinco minutos, em seguida alcool 70% por um minuto e por tltimo hipoclorito
de sodio (2,5%) por 15 minutos, sendo este Gltimo acrescido de detergente (TWEEN 80)
na concentragio de 0,5 mL L. Apds a esterilizagdo superficial, as sementes foram
lavadas em agua destilada e esterilizada, por trés vezes, e antes da inoculagdo, o residuo
de 4gua superficial das sementes foi retirado por meio de secagem em papel filtro
esterilizado.

Apo6s a inoculagdo das sementes nos respectivos tratamentos, os frascos foram
transferidos para sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, com densidade de
fluxo de fotons de 52,21 umol m? s7! e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 60 dias da inoculagdo foram avaliadas as seguintes varidveis numéricas:
germinagdo (%), nimero médio de folhas por planta, comprimento da raiz principal (cm),
comprimento da parte aérea (cm), massa fresca da parte aérea e do sistema radicular (g),
massa seca da parte aérea e do sistema radicular (g), concentragio do AI*", Fe*" ¢ Mn**

nas plantas (mg kg™!).

2.2. Analise dos elementos minerais

Para a analise dos elementos minerais, determinou-se a concentracdo dos
elementos estudados em amostras de sementes e do solo onde se encontram as plantas
doadoras das sementes. Para analise dos metais nas plantas, as mesmas (parte aérea +
sistema radicular, sendo os cotilédones retirados) foram secas em estufa de ar forgado a
70°C até a estabilizacdo da massa. A massa seca obtida das plantas, amostras de sementes
e amostras do solo onde foram coletadas as sementes foram envidas para andlises da
concentragido de Al**, Fe** e Mn?*, bem como, para a determinacio do pH do solo. Os
teores dos respectivos metais foram determinados em triplicata (trés repeticdes com 15
plantas para cada tratamento; trés repeticdes de 100 sementes cada; trés amostras de solo),
no Laboratorio de Nutri¢do de Plantas, Departamento de Recursos Naturais/Ciéncia do
Solo, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP.

Para a determinacdo da concentragdo do metal apresentado na massa seca das

plantas e das sementes foi utilizada a andlise de tecido vegetal, onde foi feita a digestao
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nitro-perclorica, seguida da leitura no Espectrofotdmetro de Absor¢do Atdmica - Perkin
Elmer modelo 2380 (MALAVOLTA et al, 1997).

Para a determinacdao da concentracdo de metal no solo foram realizadas as
seguintes analises quimicas, de acordo com cada elemento:
Al: Aluminio trocavel - Método: CI;
Fe e Mn: Método DTPA - Espectrofotometria de absor¢ao atdmica (Espectrofotdmetro
de Absor¢ao Atomica, Perkin Elmer modelo 2380) (RALJ et al, 2001).

A analise de pH do solo foi determinada pela técnica pH (acidez ativa) - Método:
CaClz 0,01 mol L' e leitura em pH-metro Micronal modelo B474.

Para a anélise dos resultados foi levado em consideragdo a presenga de ferro (5,58

mg L) e manganés (8,87 mg L!) na composi¢do do meio WPM (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentragdes de aluminio (Al), ferro (Fe) e manganés (Mn) encontradas no
solo da regido onde foram obtidas as sementes, concentracdo encontrada por semente e
concentragdes utilizadas no meio de cultivo (WPM) na propagacao in vitro de baru

(Dipteryx alata).
Al solo Al semente Concentracao Concentracao Concentracao Y: Al semente
(mg dm" 1,0 g) testada Al (Al C1z:6H20) final Al meio + Al meio
) w8 (mg L) meio (mg L") (mg L) (mg)
0 - 0 0,1
3,5%%* - 3,5 3,6
7,0 - 7,0 7,1
19x% 0’15y 10,5 - 10,5 10,6
21,0 - 21,0 21,1
42,0 - 42,0 42,1
Fe solo Fe semente Concentracio Fe Concentracio 2: Fe semente
(mg dm" (1,0g) testada Fe (FeSO47H:20) final Fe meio + Fe meio
%) 8 (mg L) meio (mg L) (mg L) (mg)
0 5,6 5,6 5,7
2,5%* 5,6 8,1 8,2
49 5,6 10,5 10,6
82~ 0,89Y 7.4 5,6 13,0 13,1
14,7 5,6 20,3 20,4
29,4 5,6 35,0 35,1
Mn solo Mn Concentracao Concijllflrag:ao Concentracao 2: Mn
(mg dm" semente testada Mn final Mn meio semente + Mn
) (1.0g) mgrty  VISOAROY g 1 meio (mg)
K meio (mg L)
0 8,9 8,9 9,0
0,4** 8,9 9,3 9,4
0,8 8,9 9,7 9,8
1.4% 0,127 1,2 8,9 10,1 10,2
24 8,9 11,3 11,4
4,8 8,9 13,7 13,8

*Latossolo Vermelho Distrofico (EMBRAPA, 2013), pH 3,7.

Y Massa fresca média por semente: 1,0 gramas.

** Valor limite - calculado com base em risco a satide humana de acordo com a resolugio CONAMA
420/2009 para aguas subterraneas.

2.3. Analise dos dados

Diferencas estatisticas entre os tratamentos foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas por regressao polinomial e/
ou pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico Winstat
(MACHADO et al, 1999). As analises dos dados foram realizadas individualmente para

cada elemento estudado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise de variancia (Tabela 2), nenhuma das variaveis
numéricas relativas a germinacao e crescimento iz vitro de plantas de baru (Dipteryx alata
Vogel) cultivadas em meio contendo diferentes concentracdes de aluminio, ferro e
mangangés apresentaram diferencas estatisticas significativas pelo teste F. Isso demonstra
que para os parametros analisados, a espécie estudada nao apresentou caracteristicas de
toxicidade causada pelos tratamentos.

Contudo, a analise quimica (quantificagdo dos metais acumulados nas plantas)
demonstrou que as concentra¢des de aluminio encontradas nas plantas variaram em
fun¢do da concentragdo do elemento adicionada ao meio de cultivo, sendo verificada
diferenga estatistica significativa entre as concentragdes testadas, ao nivel de 1% de
probabilidade de erro. Semelhante ao aluminio, para as concentragdes testadas de ferro
foi possivel observar uma diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
Para o manganés, ndo foram observadas diferencas significativas entre as concentracdes

testadas nas plantas analisadas.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as variaveis quantitativas de crescimento
in vitro de baru (Dipteryx alata Vogel) em meio WPM acrescido de diferentes
concentragdes de aluminio (AI**) ferro (Fe*) e manganés (Mn?").

Quadrados Médios

Fv. GL G CPA CRP NF MFPA MFSR MSPA MSSR CMP

[Al] 5 23556™ 187" 20,0"™ 0,19® 0,07™ 0,03™ 0,007™ 0,002" 1860,3%*
Res 10 208,89 1,11 13,8 0,64 0,1 0,02 0,01 0,002 160,4

CV% 16,9 195 21,7 23,7 254 18,9 25,8 22,5 32,8
MG 85,6 5.4 17,1 3.4 1,25 0,8 0,36 0,19 36,6
Quadrados Médios
FV. GL G CPA CRP NF MFPA MFSR MSPA MSSR CMP

[Fe] 5 34222™ 187™ 20,0™ 0,19 0,07™ 003™ 0,007™ 0,002 812,8*
Res 10 208,89 1,11 13,8 064 0,1 0,02 0,01 0,002 226,6

CV% 16,5 19,5 21,7 23,7 254 18,9 25,8 22,5 21,1
MG 87,8 5.4 17,1 3.4 1,25 0,8 0,36 0,19 71,2
Quadrados Médios
Fv.  GL G CPA CRP NF MFPA MFSR MSPA MSSR CMP

[Mn] 5 3556™ 1,87 20,0 0,19 0,07 0,03"™ 0,007™ 0,002™  6058"
Res 10 48,89 1,11 13,8 0,64 0,1 0,02 0,01 0,002 5234

CV% 7,2 19,5 21,7 23,7 254 18,9 25,8 22,5 19,6

MG 97.8 5.4 17,1 34 125 0,8 0,36 0,19 116,9

FV — Fonte de Variacdo; GL — Graus de Liberdade; CV — Coeficiente de variacdo; Res — Residuo; [Al] —
concentragdo de aluminio; [Fe] concentragdo de ferro; [Mn] concentragdo de manganés; G — germinagao
(%); CPA — comprimento da parte aérea (cm); CRP — comprimento da raiz principal (cm); NF — nimero
médio das folhas; MFPA e MFSR - massa fresca da parte aérea e do sistema radicular (g), MSPA e MSSR
- massa seca da parte aérea e do sistema radicular (g); CMP — concentragdo do metal na planta (mg Kg™)
** * ¢ ns - significativos a 1%, 5% de probabilidade de erro e ndo significativo respectivamente pelo teste
F, respectivamente.

3.1. Germinacio e crescimento in vitro

\

Sementes de baru, submetidas a germinacdo in vitro apresentaram 100% de
germinacdo quando cultivadas em meio WPM controle. Quando germinadas em meio
WPM suplementando com diferentes concentragdes de aluminio, ferro e manganés
apresentaram, respectivamente, uma média geral de 86, 84 e 98% (Figura 2). Os valores
de germinacdo observados nos meios de cultivo com as concentragdes testadas,
independentemente do tipo de metal testado, ndo diferiram estatisticamente pelo teste

aplicado.
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Figura 2. Percentual de germinagdo de baru (Dipteryx alata Vogel) aos 60 dias de cultivo
in vitro em diferentes concentragdes de aluminio (AI*"); ferro (Fe**) e manganés (Mn>").
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ns — ndo significativo pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Diferentemente dos resultados observados neste experimento, em sementes de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), Machado et al. (2015) testaram diferentes
concentragdes de aluminio, aplicado na forma de solucdo em papel germitest e
verificaram uma reducao acentuada da germinagdo nas sementes. Nas concentragoes de
20 e 40 mg L', concentragdes proximas as estudadas no nosso experimento, 0s mesmos
autores verificaram aproximadamente 50 e 35% de germinagdo em relagdo a 73% nas
sementes controle.

Em sementes de (Vigna radiata L.) uma graminea, Verma & Pandey (2015)
verificaram diferengas significativas entre diferentes concentragdes de ferro 200, 300 e
500 uM e tratamento controle (100 uM). Os mesmos autores observaram uma diminuigao
da germinagdo de 96% (controle) para 81, 54 e 28%, respectivamente. Considerando que
200 uM equivalem a concentragdo méaxima testada em nosso experimento, 57,2 mg L
(27,8 mg L meio WPM + 29,4 mg L' de suplementagio), o valor observado (86,7%)
neste experimento ¢ semelhante ao verificado em Vigna radiata (L.) R.Wilczek, apesar
deste valor nao ter diferido estatisticamente do tratamento controle (100 %).

Kumari et al (2016), em experimento desenvolvido com Macrotyloma uniflorum

(Lam.) Verdc., uma espécie de feijao, cultivada in vitro com altas concentracdes de Mn
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(1, 10, 20, 50 e 100 mg L) acrescidas ao meio de cultivo obteve 100% de germinacio
das sementes. Neste caso ficou constatado que, mesmo em niveis toxicos, 0 Mn ndo afetou
0 mecanismo de germinagao.

Quanto ao crescimento in vitro de baru, cultivado em meio WPM suplementado
com os metais aluminio, ferro ¢ manganés e em diferentes concentracdes, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas para nenhuma das variaveis estudadas

(Tabela 3).

Tabela 3. Médias do comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz principal
(CRP), nimero de folhas (NF), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca do
sistema radicular (MFSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema
radicular (MSSR) de plantas de baru (Dipteryx alata Vogel) aos 60 dias de cultivo in vitro
em diferentes concentragdes de aluminio (Al*"), ferro (Fe*") e manganés (Mn*").

Concentracio CPA CRP NF MFPA MFSR MSPA MSSR

(mg L™ (cm) (cm) ® (9] (4] ®
Aluminio
0 55A* 146A 3,6A 128A 0,77A 035A 0,18A
3,5 6,2 A 19,1 A 3, 7A 148A 0,89A 044A 021A
7,0 48 A 199A 34A 1,22A 0,65A 035A 0,16A
10,5 5,1 A 145A 3,1A 1,26A 0,76A 0,36A 0,18 A
21,0 44 A 153A 32A 099A 0,78A 028 A 0,18 A
42,0 6,4 A 194A 32A 1,25A 095A 036A 0,23A
Ferro
0 55A 146 A 3,6A 128A 0,77A 035A 0,18A
2,45 6,5 A 18,5A 3,7A 1,29A 094A 035A 0,22A
49 7,0 A 146 A 32A 1,29A 0,64A 037A 0,17A
7,35 48 A 146 A 33A 1,20A 0,70A 0,36 A 0,17 A
14,7 6,1 A 13,6 A 35A 124A 0,61A 035A 0,14A
29,4 45A 18,8 A 3,6A 091A 0,76A 028 A 0,20A
Manganés
0 55A 146 A 3,6A 1286A 0,77A 035A 0,18A
0,4 59A 155A 38A 1,22A 0,63A 037A 0,16A
0,8 45A 18,5A 2,8A 1,00A 0,79A 0,28A 0,19 A
1,2 6,5 A 179A 38A 1,23A 0,76A 033A 0,18A
2,4 6,5 A 16,6 A 4,1 A 1,22A 0,73A 032A 0,18A
4.8 6,2 A 17,7A 3,1 A 1,35A 0,69A 035A 0,17A

*Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados observados neste experimento evidenciaram que mesmo em altas
concentragdes, metais potencialmente toéxicos como o aluminio, ferro e manganés, ndo
causaram alteracdes no crescimento e desenvolvimento da planta, quando comparado

com o tratamento onde nao havia adicdo de metal (Tabela 3). No entanto, a toxicidade
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destes elementos estd intimamente relacionada a alteragdes quimicas causadas pela acidez
do solo e por consequéncia a sua solubiliza¢ao na solu¢ao do solo (KOCHIAN, 1995).
Neste trabalho o pH do meio de cultivo foi corrigido antes da esterilizacdo em
autoclave para 5,8, e ap0s este processo foi verificado que baixou para 5,6. Na natureza,
as plantas matrizes doadoras das sementes utilizadas neste experimento, se encontram em
solo com pH médio de 3,7, ou seja, propicio para a presenga das formas toxicas do
aluminio e manganés, sendo encontrado na mesma analise concentragdes de 19 mg dm™
para o aluminio, 82 mg dm™ para o ferro e 1,4 mg dm™ para o manganés. O fato das
plantas de baru se desenvolverem num solo com pH 4cido e alta concentracdo de A",

Fe’" e Mn?", indica a provavel tolerancia da espécie a estes metais e auséncia de alteragdes

no crescimento conforme observado neste experimento.

3.2. Analise quimica da biomassa vegetal

Em relacdo a concentragdo de aluminio encontrado na biomassa das plantas de
baru (Figura 3) foi possivel observar um aumento linear ascendente do metal com o
aumento da concentragdo do elemento no meio de cultivo, significativo a 1% pelo teste
aplicado. Ao analisar in loco o aluminio acumulado nas plantas de baru ¢ possivel
observar a presenca deste elemento nas plantas cultivadas em meio livre de Al ou meio
controle. Provavelmente a presenca de Al nas plantas controle (15 mg kg™!) se deve a
mobilizacdo do mesmo da propria semente (~ 0,146 mg por semente). Em plantas cultivas

13* testado verificou-se um actimulo de

em meio contendo 3,5 mg L', menor valor de A
Al na biomassa de 15,7 mg kg'!, valor préximo ao encontrado nas plantas controle. No
entanto, ao observar o aluminio acumulado nas plantas cultivadas em meio suplementado
com concentragdes de 7,0 a 42,0 mg L! verifica-se um acimulo significativo nos tecidos

(biomassa analisada), respectivamente, 23 ¢ 74 mg L.
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Figura 3. Concentragdo de aluminio encontrada nas plantas de baru (Dipteryx alata
Vogel) aos 60 dias de cultivo in vitro. ** significativo a 1%.
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Plantas acumuladoras de aluminio estdo distribuidas por todo o planeta, porém
sd0 mais corriqueiras em florestas tropicais com solos acidos (pH 3-5), com grande indice
pluviométrico, abrangendo via de regra plantas lenhosas e perenes (JANSEN et al, 2002).
Segundo Jansen et al (2002), uma planta ¢ considerada acumuladora de aluminio quando
apresenta mais de 1000 mg kg!. Neste experimento, considerando o curto periodo de
cultivo (60 dias) e a concentragdo de aluminio encontrado na biomassa das plantas de
baru, podemos inferir que a espécie tem a capacidade de acumular AI** ao longo do seu
crescimento nos tecidos vegetativos (Figura 3), bem como ao final do seu
desenvolvimento, nas sementes (Tabela 1).

Com relagao ao ferro, semelhante ao aluminio, podemos verificar um aumento
linear ascendente na concentragdo de ferro encontrada na biomassa das plantas
concomitante ao aumento do elemento no meio de cultivo, dentro da faixa de

concentragdo do elemento utilizadas no estudo (Figura 4).
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Figura 4. Concentragao de ferro encontrada nas plantas de baru (Dipteryx alata Vogel)
aos 60 dias de cultivo in vitro. * significativo a 0,5%
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Quanto ao manganés encontrado na biomassa das plantas, as médias oscilaram
entre 103 e 138 mg kg!, ndo havendo diferenca significativa entre as concentragdes

testadas (Figura 5).

Figura 5. Concentracdo de manganés encontrada nas plantas de baru (Dipteryx alata
Vogel) aos 60 dias de cultivo in vitro.
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De acordo com Baker & Brooks (1989) plantas capazes de acumular 10000 mg

kg! de Mn?*, ou mais, em sua massa seca, sdo consideradas hiperacumuladoras. A maior
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concentragdo de Mn presente na massa seca do baru, neste experimento, foi de 169 mg
kg!. E valido considerar as concentracdes de Mn>" utilizadas neste trabalho, que podem
ser insuficientes para que a planta apresente variagcdes em seu desenvolvimento no

periodo de tempo estudado.

3.3. Aspecto visual das plantas
Quanto ao aspecto visual (Figura 6), de modo geral ndo foram observadas

diferencas expressivas no crescimento das plantas cultivadas em meios acrescidos de
diferentes concentracdes dos metais Al**, Fe** e Mn?" em comparagio as plantas controle,
indicando que concentragdes iguais ou superiores as consideradas contaminantes para
dguas subterraneas (3,5 mg L! para o aluminio, 2,5 mg L! parao ferroe 0,4 mg L' para
o manganés) de acordo com o CONAMA (2009), ndo exerceram efeitos toxicos
visualmente perceptiveis, como exemplo a clorose ou a oxidacdo dos tecidos sobre a

espécie estudada apos 60 dias de cultivo in vitro.
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Figura 6. Aspecto visual de plantas de baru (Dipteryx alata Vogel) aos 60 dias de cultivo
in vitro em meio WPM acrescido de diferentes concentra¢des de aluminio (AI*"), ferro
(Fe*) e manganés (Mn?").

Aluminio (mg L'lz Ferro (mg L'lt Manganés (mg L'll

Fonte: o autor

Um dos sintomas da toxicidade do AI*" é em relacdo a morfoanatomia radicular,
ocorrendo um inchago ndo direcionado, que destoa do padrao convencional cilindrico; a

inibi¢do do alongamento da raiz e a diminui¢do ou mesmo a inibi¢cdo do crescimento de
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raizes secundéarias (CIAMPOROVA, 2002; JONES & RYAN, 2016). Como pode ser
observado (Figura 6), nas concentracdes testadas de Al** neste experimento, ndo foram
observadas alteragdes na morfologia radicular das plantas de baru aos 60 dias de cultivo.

J4 para o Mn*", os primeiros indicios da toxicidade deste metal sdo encontrados
nos brotos, devido sua facilidade de transporte das raizes para a parte aérea jovem (brotos)
nas plantas (ECKHARD et al, 2012). Os sintomas apresentados pelas plantas causados
pela toxicidade do manganés podem ser: manchas marrons em folhas maduras, clorose e
necrose intervenal, deformagdo de folhas jovens e retardo de crescimento (FOY et al.,
1978; FOY, 1988; WISSEMEIER & HORST, 1992; BALDISSEROTTO et al., 2007,
FERNANDO & LYNCH, 2015). O enrolamento foliar e a clorose em folhas jovens, sdo
decorrentes da deficiéncia de Ca e Fe, respectivamente, que tem sua absor¢ao diminuida
pela sua competicado com o Mn (ECKHARD et al, 2012).

Quanto aos sintomas causados pelo excesso de Fe**, Snowden & Wheeler (1993)
relatam a diminui¢do do crescimento da planta e das folhas, a diminui¢do do teor de
clorofila nas folhas mais novas, coloracao vermelha e roxa nos caules e folhas mais
velhas, murcha de brotos, amarelecimento e morte das folhas velhas, manchas necréticas
em folhas velhas, escurecimento das pontas das folhas e bases dos caules; caules mais
rigidos; nanismo de raiz; auséncia de ramificagdo das raizes; flacidez da raiz e formagao
de precipitados nas raizes.

De acordo com os testes realizados, durante a avaliagdo do experimento, apds 60
dias da inoculagdo das sementes nos meios de cultivo, ndo foram encontrados nenhum
dos sintomas de toxicidade causado pela agdo dos metais, como por exemplo clorose,
necrose ou oxidagdo do tecido vegetal nas plantas de baru. Trés hipdteses sdo possiveis
para explicar a auséncia de toxicidade. Na primeira hipotese, o pH do meio ajustado
inicialmente para 5,8, ndo estd baixo o suficiente para solubilizar totalmente os metais em
questao; segundo, as concentragdes dos metais estudados nao foram altas o suficiente para
desencadear este tipo de resposta e terceiro, o baru, por se desenvolver naturalmente em
solos com pH 4cidos, ricos em metais como o aluminio, ferro e manganés, pode ao longo

do tempo ter se adaptado e se tornado uma espécie tolerante a presenca destes metais.
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4. CONCLUSAO

O cultivo em meio suplementado com Al**

I Fe’* (2,5229,4mg L") e Mn* (0,4 a24,8mg L"), em pH 5,6, ndo afeta a germinagio

nas concentracgdes de 3,5a 42,0 mg L

€ o crescimento in vitro de baru, sendo os valores observados nos diferentes tratamentos
semelhante ao observado nas plantas controle, cultivadas em meio WPM na sua
formulagao original.

O actimulo de aluminio e ferro observado na biomassa das plantas, simultaneo ao
aumento das concentragdes destes elementos no meio de cultivo, indica que a espécie é
uma provavel acumuladora destes elementos ao longo do seu desenvolvimento, haja vista
a presenga em concentragoes significativas destes elementos também nas sementes.

A auséncia de sintomas de toxicidade nas plantas de baru, na presenga de
aluminio, ferro e manganés indicam que esta espécie ¢ tolerante a estes metais dentro do

intervalo de concentragdes estudadas.
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