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RESUMO: A interagdo entre drvores de rdpido crescimento e elementos potencialmente toxicos
como o chumbo é um fator chave para determinar o potencial de uso da espécie em programas de
fitorremedia¢do. Mudas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis foram cultivadas sob
condigoes controladas no meio de cultura JADS até o desenvolvimento dos explantes. Em seguida, a
parte aérea do eucalipto foi exposta a 300 mg Pb L™ durante 21 dias. Uma folha foi coletada da
parte superior (ponta do caule) e realizamos mapas microquimicos 2D para fosforo (P), enxofre (S),
potassio (K), calcio (Ca), manganés (Mn), Ferro (Fe) e chumbo (Pb). Esses elementos apresentaram
diferentes padroes de distribui¢do na folha. Intensidades mais altas foram encontradas em regioes
especificas (hotspot) na nervura central, margens das folhas e as vezes na ponta da folha. A
concentragdo média de Pb foi 10 vezes maior que o teor do elemento no meio de cultura,
apresentando alguns pontos criticos acima de 10.000 mg Pb Kg”!. Esses resultados destacam o
potencial do eucalipto em fitoextrair grandes quantidades de Pb in vitro e a capacidade de translocar
o elemento para as partes superiores.
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Introducao

O chumbo (Pb) ¢ um dos elementos potencialmente toxicos mais perigosos € tem sido
amplamente liberado no meio ambiente. A fitorremediacdo ¢ uma técnica de baixo custo,
ambientalmente amigavel e promissora que pode ajudar a remover os poluentes do solo e das aguas
subterraneas. No entanto, a espécie deve apresentar algumas caracteristicas especificas como
absorver e translocar o elemento potencialmente toxico em altas concentracdes. Além disso, deve
apresentar taxa de crescimento relativamente estavel e alta tolerancia ao elemento toxico (Barker,
1987). A cultura de tecidos vegetais tem sido considerada uma importante ferramenta para pesquisas
fundamentais de fitorremediacdo, fornecendo informagdes importantes sobre as relagdes planta-
contaminante (Couselo et al., 2012). Muitos sintomas de toxicidade de ao chumbo tém sido relatados,
principalmente relacionados a reducdo do crescimento da planta, clorose, inibi¢do da fotossintese,

distirbios da nutricdo mineral e balango hidrico (Sharma & Dubey, 2005). Portanto, a parte aérea de
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brotos de eucalipto in vitro podem ser capazes de crescer e exportar grandes quantidades de chumbo
para as partes superiores em condigdes de estresse. Além disso, existem alguns elementos que podem
aumentar o teor de chumbo em brotos, com possiveis padroes de distribuigcdo espacial e niveis na
folha.

Virias espécies de plantas podem hiper acumular potenciais elementos tdxicos do solo.
Contudo, estudos que visam investigar espécies amplamente comercializadas no setor florestal ainda
sd0 escassos, como por exemplo o eucalipto. Assim, investigamos o potencial de fitoextracao de
chumbo e a distribui¢do dos elementos na parte aérea de brotos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis, amplamente plantada no Brasil, utilizando o meio de cultura suplementado com 300 mg Pb
L!. Queremos a partir dos resultados fornecer insights sobre o uso do hibrido como estratégia para

fitorremediacao, ampliando assim a sua aplicabilidade no setor florestal.

MaterialL e métodos
Material vegetal e condi¢oes de crescimento

Mudas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis (F3) foram cultivadas em camara de
crescimento sob temperatura de 26 °C e 16h de fotoperiodo utilizando o meio de cultura JADS
descrito por Correia et al. (1995). Cultivamos 16 explantes de eucalipto expostos a 300 mg Pb L
durante 21 dias. Uma folha das partes superiores dos brotos foi colhida e colocada em uma porta

amostra para realizar a analise u-XRF.

Os mapas 2D microquimicos u-XRF e determinacdo da concentra¢do de Pb

Para determinar a distribuicao espacial de P, S, K, Ca, Mn, Fe e Pb nas folhas da parte aérea,
usamos a técnica u-XRF. A andlise foi realizada com um espectrometro de bancada (ORBIS PC,
EDAX) no Laboratério de Instrumentagdo Nuclear, no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, da
Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), Brasil. As condigdes operacionais usadas para realizar a
analise u-XRF foram: tubo de raios-X Rh a 40 kV e 300 pA, detector de desvio de Si (SDD) XRF
com 30 mm?, tamanho do feixe de raios-X de 30 um, filtro de Ni de 25 pm de espessura e sob véacuo.
Os mapas 2D foram realizados usando 32 x 25 de matriz (800 pontos), 3 s de tempo de aquisi¢ao por
ponto e tempo de morte menor que 10%. O limite foi utilizado para distinguir os elementos do sinal

de fluorescéncia de raios X do ruido (Equacao 1).

Limite (cps) = 8,45 @ (Equagdo 1)

Em que: BG = fundo estimado pelo software ORBIS sob o pico caracteristico de raios X (cps); e t = o tempo de aquisicao

do espectro para cada ponto (s).
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Um filme fino de calibragdo XRF (marca MicroMatter) foi usado para calcular a sensibilidade
(S) para o Pb. O fator de absor¢ao foi determinado usando uma folha colocada em um irradiador
(disco de metal Pb). A diferenca entre a espessura da folha na nervura central e outras regides 8,451
calculada usando a absorbancia da matriz da amostra (disco de metal Cr). Depois disso, a
concentragao foliar de Pb foi calculada usando a Equagao 2.
C = i (Equagao 2)

Em que: C = concentragdo (mg Pb Kg-1); I = intensidade liquida (cps); S = sensibilidade (cps pg cm-2); d = densidade

foliar superficial (g cm™).

A correlagao de Pearson foi utilizada para avaliar as tendéncias de distribuicao espacial entre

os elementos (0=0,01).

Resultados e discussao

Os mapas microquimicos mostram a distribuicdo espacial (intensidade liquida) para P, S, K,

B

Ca, Mn e Fe na folha ap6s 21 dias de exposicdo ao Pb (Figura 1). O P esteve presente apenas na
regido da nervura central. O S foi encontrado principalmente nas margens das folhas, porém, o
elemento it esteve presente em muitos pontos da drea mapeada. O K esteve presente em toda
superficie foliar, com maior intensidade na nervura central, apresentando decréscimo em direcdo a
regido das margens foliares. O Ca foi encontrado principalmente na nervura central e nas margens
das folhas, com as maiores intensidades na ponta das folhas. A maior intensidade de Mn foi
encontrada na nervura central proxima a regido do peciolo, o elemento também esteve presente em

regides especificas. O Fe esteve presente em quase todas.

44



Congresso

Plantagdes Florestais w
23 a 25 de maio de 2023

Piracicaba - SP

Figura 1. Mapas microquimicos (intensidades liquidas) 2D p-XRF para P, S, K, Ca, Mn e Fe representando a distribuicao
espacial na folha hibrida de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis ap6s 21 dias de exposi¢ao ao Pb.

A Figura 2A mostra o mapa de distribui¢do de Pb na folha do hibrido de Eucalyptus urophylla
x E. grandis. A concentragdo média de Pb na folha foi de 3.987,79 mg kg™!, no entanto, concentragdes
superiores a 20.000 mg Pb kg™! foram observadas em pontos criticos especificos na nervura central e
margens foliares. O chumbo apresentou concentragao média dez vezes maior em relagdo ao meio de
cultura, refletindo uma grande capacidade de absor¢do das mudas. A concentragdo de Pb variou de
0,3 a2,6% da matéria fresca foliar, mais de 0,01% preconizado ao teor desse elemento potencialmente
toxico nas folhas para ser classificado como espécie hiperacumuladora de Pb (Barker et al., 2000).
Resultados semelhantes foram encontrados utilizando uma espécie hiperacumuladora de Pb (Brassica
Jjuncea), também associada ao agente quelante (EDTA), na qual foi observado 1,5% de Pb na parte

aérea (Blaylock et al., 1997).
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Figura 2. O mapa de Pb mostra a distribui¢ao espacial na folha do hibrido de Eucalyptus urophylla x E. grandis (A). A
correlagdo de Pearson para Pb vs. Mn mostra uma correlagdo positiva entre os elementos (posicao vs. intensidade) (B).

O Mn ¢ um importante ativador enzimatico, talvez neste caso, potencializando os processos
metabolicos nas regides onde o Pb esta presente em maior concentragdo (Teixeira et al., 2005). Além
disso, 0 Mn pode ter atuado na protecdo do cloroplasto contra os danos do estresse oxidativo através
da superdxido dismutase (Alscher et al., 2002). Além disso, ¢ um nutriente importante na fotossintese.
Entao, devido a maior produgdo de biomassa da parte aérea do eucalipto, espera-se uma dilui¢dao do
teor de Pb, reduzindo assim seus efeitos fitotoxicos. Os demais elementos investigados nao tiveram

correlacdo significativa com o Pb.
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Conclusao

A parte aérea do eucalipto apresentou grande capacidade de fitoextracdo do Pb para as partes
superiores. P, S, K, Ca, Mn e Fe apresentaram tendéncias de distribuicdo espacial especificas, com
as maiores intensidades observadas na nervura central, margens foliares e ponta. Também
observamos uma correlagdo positiva entre Pb e Mn considerando a distribui¢ao espacial entre eles na
folha analisada. Assim, esses resultados destacam as caracteristicas potenciais do hibrido de eucalipto
para ser usado em programas de fitorremediacdo em areas contaminadas com Pb, ampliando sua

aplicabilidade.
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