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Resumo

Nos dltimos anos, com 0 aumento da populacdo mundial e a sobre-exploracdo dos recursos
naturais (devido a mineracao, agricultura e industria), a poluicdo dos solos (homeadamente com
arsénio) tem gradualmente aumentado. Neste enquadramento, neste estudo, caracterizou-se a
deposicao e o teor médio do arsénio nas zonas mineiras de Neves-Corvo e de Sdo Domingos,
para definicdo e implementacdo de um ensaio experimental de fitorremediagdo no Campus da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa. Ap0s transplantagéo e
aclimatacao das plantas da Eucalyptus globulus Labill e E. nitens Deane & Maiden, com 11 e 17
meses de idade, respetivamente, entre Janeiro e Julho de 2015, as plantas foram submetidas a
33 e 66 mg de As Kglsoo. Procedeu-se entdo a uma caracterizagdo bimensal da cinética de
absorgdo e translocacdo do arsénio para a parte aérea, aferindo-se ainda os parametros de
crescimento e as taxas de sintese de fotoassimilados. Face ao aumento da concentracdo de
arsénio no solo, verificou-se 0 aumento dos respetivos teores nas raizes (até 102,2 e 133,3 ug
As glpeso seco, Na E. globulus e E. nitens, respetivamente) e nas folhas (até 11,64 ug As g-lpeso seco
na E. nitens). Constatou-se ainda que a E. globulus registou uma maior taxa de crescimento,
producé@o de biomassa e maior tolerancia ao arsénio. Paralelamente, na E. nitens o tratamento
com 200 mg de As apresentou variagbes significativas, relativamente a parametrizagdo
fotossintética, evidenciando-se danos no fotossistema Il. Ndo existindo nenhuma legislagao
europeia ou nhacional que promova, ou impossibilite, a descontaminacdo de solos por
fitorremediacao, por ser de interesse publico, discute-se, a implementacédo da E. globulus, como
possivel solugéo para a descontaminacdo de &reas poluidas com arsénio, nomeadamente na

mina de Neves-Corvo.

Palavras-chave: Arsénio, Crescimento vegetal, Eucaliptos, Fitorremediacéo.






Abstract

In recent years, with the increase of the world population and over-exploitation of natural
resources (due to mining, agriculture and industry), soil pollution (including arsenic) is gradually
rising. In this framework, in this study, the deposition of arsenic in the mining area of Neves-Corvo
and Sao Domingos for definition and implementation of an experimental phytoremediation assay
at the Faculdade de Ciéncias e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa Campus. After
transplanting and acclimation of Eucalyptus globulus Labill and E. nitens Deane & Maiden plants,
with 11 and 17 months old, respectively, between January and July 2015, plants were submitted
to 33 and 66 mg of As Kg? soil. The contents of arsenic in the roots and shoots, the growth
parameters and the photoassimilate synthesis rates were measured. The increasing
concentration of arsenic in the soil, triggered a higher levels of this element on the roots (up to
102.2 and 133.3 pg g-ldary weight Of E. globulus and E. nitens, respectively) and leaves (up to 11.64
Mg glay weight Of E. nitens). In this context, E. globulus showed higher growth rate, biomass
production and tolerance to arsenic. Moreover, E. nitens treated with 200 mg of As displayed
significant variations in the photosynthetic parameterization, pointing to damages in photosystem
Il. In the absence of European or national legislation, that might promote or prevent soil
decontamination by phytoremediation, the implementation of E. globulus, as a possible solution
for decontamination of polluted areas with arsenic, namely in the mining region of Neves-Corvo,

is discussed.
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1.Prefacio

Estima-se que aproximadamente ha 10000 anos o ser humano iniciou a descoberta dos
metais e tera adquirido a capacidade para fabricar objetos para utilizacdo quotidiana. Julga-se
que, por acaso, ao colocar certas “pedras” (agora entendidos como minérios) perto de fogueiras,
o calor desenvolvido tera sido suficiente para provocar a respetiva fuséo e produzir um material
com aspeto metalico que poderia ser moldado, originando formas que permitiriam a sua utilizagéo
rotineira. Assim, com a generalizacdo do uso de alguns metais, a humanidade entrou na “Ildade
do Bronze”, sendo o cobre, em 5000 a.C., um dos mais utilizados. Atualmente, com o
desenvolvimento tecnolégico, a exploragdo mineira vem adquirindo um acentuado impacte nas
sociedades humanas (Weindorf et al., 2013; Chen et al.,, 2014), proliferando enormes
escombreiras, que apresentam concentracbes elevadas de metais e metaldides, que
contaminam os solos em redor das minas (Abreu et al., 2009, 2012a) e sao responsaveis pela
dispersdo dos metais, muitas vezes até areas situadas a quildometros de distancia dos locais de
exploracdo. A contaminacdo de solos, linhas de agua e lencois de dgua subterrédneos, podem
causar acentuados problemas no ambiente e na salde publica (Austruy et al., 2013). Os metais
e metalbides tendem a acumular-se nas camadas superficiais do solo, sendo posteriormente
arrastados e lixiviados por escorréncia das aguas da chuva, ou absorvidos pelas plantas,
passando eventualmente para a cadeia alimentar (Austruy et al., 2013; Weindorf et al., 2013).
Usualmente, a maior parte dos terrenos que circundam as zonas mineiras sédo solos com aptidao
agricola. Eventualmente podera ainda existir alguma urbanizacdo que tende a ser afetada pela
contaminagdo decorrente da mineracao (Acosta et al., 2011). De facto, nas areas industriais e
densamente povoadas, onde 0s solos e a biota ficaram contaminadas, essa a¢éo poluente pode
ser particularmente intensa (Reboredo, 1981, 1985, 1992,1993; Reboredo e Ribeiro, 1984).
Neste contexto, os solos, a par das massas de agua superficiais e subterraneas, sdo
caracterizados por uma elevada acidez, associada ao teor de metais e metaldides (Marquez -
Garcia et al., 2012; Olias et al., 2016).

A remocdo de contaminantes do solo, nomeadamente metais pesados, com técnicas
convencionais, a saber processos térmicos, lavagens e métodos eletroquimicos, é geralmente
dispendiosa e apresenta efeitos nefastos na diversidade microbiol6gica. Neste contexto, estas
técnicas vém sendo progressivamente substituidas pela descontaminac¢éo dos solos, aplicando
tecnologias de fitorremediacdo (Pulford, 2003).A fitorremediacdo é um processo que utiliza
plantas vasculares in situ, recuperando solos contaminados ( King et al., 2008; Vamerali et al.,
2009), como € o caso de alguns existentes na Peninsula Ibérica (Marquez - Garcia et al., 2012;
Quispe et al., 2013).

A extracdo de minério na Peninsula Ibérica faz-se desde o periodo Calcolitico
(aproximadamente entre 2500 - 1800 a.C.). No século | a.C. surgiram 0s primeiros escritos sobre
a riqueza mineral da Peninsula Ibérica, tendo Estrabdo, na sua grande obra Geografia, feito

referéncia a testemunhos oculares de alguns relatos, ainda que muitas vezes misturando
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realidade e lendas (Martins, 2008). Posteriormente, ja na Peninsula Ibérica islamica, e na Idade
Média, com a Peninsula ja cristianizada, continuaram a surgir obras que falam da existéncia e
da extragdo de minério (Martins, 2008). Uma das areas mineiras mais relevantes da Peninsula
Ibérica, porventura a mais importante, € a denominada Iberian Pyrite Belt (em portugués, “Faixa
Piritosa Ibérica”). A sua exploracdo comecou no Calcolitico, abrangendo o sul de Portugal e o
sudoeste de Espanha (com cerca de 250 km de comprimento e 25 - 70 km de largura, com mais
de 80 depdsitos de minério), sendo porventura a faixa com a maior area de extracao de sulfuretos
do mundo (Leistel et al.,, 1998). Ao longo dos séculos, os depésitos superficiais desta faixa
piritosa ficaram esgotados, prevalecendo atualmente a prospecéo a grandes profundidades. Em
Portugal, a mina de Neves-Corvo (37°34'13,5"N, 7°58'19,1”0), aberta em 1977, apresenta
atualmente um elevado potencial na extracdo de zinco. No entanto, a area envolvente desta
mina, assim como outras areas da Faixa Piritosa Ibérica, estdo contaminadas por metais e
metalbides, sendo o arsénio um dos principais contaminantes (Sarmiento et al., 2009; Marquez
- Garcia et al.,, 2012). Adicionalmente, também na mina de Sao Domingos (37°67°59,02"N,
7°50°16,96"0), de onde se extraiu cobre, ouro e prata até 1965, verificou-se que a pirite
apresentava teores médios de enxofre, cobre e zinco de 46 %, 1,25 % e 3 %, respetivamente
(CEMSD, 2016). Nestas zonas de exploracdo mineira também se produziram elevadas
quantidades de residuos ndo confinados, ou depositados em aterros nas imedia¢gdes das minas,
contendo elevadas contaminacdes, devido aos métodos de extracdo e processamento de
oxidacdo de minério (Moura, 2005; Sarmiento et al., 2007; Abreu et al., 2009; Alvarenga et al.,
2012; Marquez - Garcia et al., 2012). Estes residuos, ricos em sulfuretos e metais toxicos,
sofreram ao longo dos anos lixiviagdo devido a precipitagdo atmosférica, assim como oxidagéo
promovida pelo oxigénio atmosférico e pela agua, efeitos que se tornaram nefastos no meio
envolvente (Marquez - Garcia et al., 2012).

Este estudo tem por objetivo caracterizar a contaminacéo, nomeadamente por arsénio, nas
imediacbes das minas de Neves-Corvo e Sao Domingos, e desenvolver / propor uma
metodologia para fitorremediacdo dos solos recorrendo ao Eucalyptus spp.. O mesmo, apds
prefacdo subdivide-se em quatro capitulos principais. O primeiro capitulo pretende abordar
trabalhos de referéncia de outros autores, para fundamentar os objetivos deste estudo. O
segundo capitulo apresenta um descritivo dos materiais e métodos utilizados. O terceiro capitulo
reporta resultados, circunscrevendo a respetiva discussdo essencialmente em dois itens
principais das Minas de Neves-Corvo e de Sdo Domingos: avaliagdo das contaminacgfes por
arsénio no solo e em espécies vegetais que o colonizam (como é o caso de Cistus ladanifer,
Eucalyptus globulus e Pinus pinaster); caracterizacdo dos indices de mobilizacao / translocagéo
e armazenamento de arsénio, por Eucalyptus globulus Labill e Eucalyptus nitens Maiden, assim
como dos respetivos efeitos fisiolégicos, equacionando-se ainda a utilizacdo destas espécies
para fitorremediacdo dos solos contaminados por arsénio. No quarto capitulo efetuam-se

algumas consideracdes finais com fundamentacdo no trabalho desenvolvido.



2.Introducao

2.1. O solo

2.1.1. Defini¢éo e caracteriza¢éo do conceito solo

A palavra solo provém do Latim solum, que significa, suporte, superficie ou base. A definicao
de solo adquire diferentes conceitos, de acordo com a atividade humana para que é utilizado, e
pelas diferentes ciéncias que o estudam. Porém, como premissa historica, o solo surge como
substrato agricola. Mais tardiamente surgiu uma visdo mais alargada, que centra o0 solo como
uma componente vital de processos e ciclos ecoldgicos. Com o aumento da populacdo humana
surgiram novas utilizacbes do solo, que por vezes ameacam a respetiva qualidade,
nomeadamente o caso da subexploracdo dos recursos (mineragéo e agricultura) e a capacidade
para suportar infraestruturas e acomodar residuos. No entanto, o solo &€ um recurso hatural com
elevado potencial econémico e ndo renovavel a escala humana (Gerim, 2012).

Na Unido Europeia, foram identificados mais de meio milhdo de locais contaminados, que
agregam riscos com elevados impactes ambientais, econdmicos e sociais (AEA, 2017). Neste
enquadramento, surgiu um compromisso a nivel Europeu para a protecao e conservacgéao do solo,
visando uma gestdo sustentavel do territério e a sua protecdo adequada, para além de uma
intervencao nas regides contaminadas (AEA, 2017).

No caso da Republica Portuguesa, a Lei n.° 19/2014, de 14 de Abril, define as bases da
politica para o ambiente a nivel nacional, que tem como objetivo: “a efetivagdo dos direitos
ambientais através da promocdo do desenvolvimento sustentavel, suportada na gestao
adequada do ambiente, em particular dos ecossistemas e dos recursos naturais, contribuindo
para o desenvolvimento de uma sociedade de baixo carbono e uma «economia verde», racional
e eficiente na utilizacdo dos recursos naturais, que assegure o bem-estar e a melhoria
progressiva da qualidade de vida dos cidaddos®. Tendo como principios materiais para o
ambiente, (artigo 3°) a prevengcdo e a precaucdo “‘que obrigam a ado¢cdo de medidas
antecipatérias com o objetivo de obviar ou minorar, prioritariamente na fonte, os impactes
adversos no ambiente, com origem natural ou humana, tanto em face de perigos imediatos e
concretos como em face de riscos futuros e incertos, da mesma maneira como podem
estabelecer, em caso de incerteza cientifica, que o 6nus da prova recaia sobre a parte que alegue
a auséncia de perigos ou riscos“. Mas, de acordo com o artigo 4°, as politicas publicas de
ambiente estdo ainda subordinadas ao conhecimento e a ciéncia “que obrigam a que o
diagnéstico e as solugbes dos problemas ambientais devam resultar da convergéncia dos
saberes sociais com 0s conhecimentos cientificos e tecnoldgicos, tendo por base dados
rigorosos, emanados de fontes fidedignas e isentas”.

Toda a sociedade surge envolvida nos deveres ambientais, nomeadamente o “de o proteger,
de o preservar e de o respeitar, de forma a assegurar o desenvolvimento sustentavel a longo

prazo, nomeadamente para as geragodes futuras” assim como “de contribuir para a criagdo de um



ambiente sadio e ecologicamente equilibrado e, na ética do uso eficiente dos recursos e tendo
em vista a progressiva melhoria da qualidade vida, para a sua protegao e preservagao”. Acresce
que para a gestéo do solo e do subsolo, o artigo 10°, alinha e), reporta que “A gestdo do solo e
do subsolo impde a preservacdo da sua capacidade de uso, por forma a desempenhar as
respetivas fungdes ambientais, biolégicas, econémicas, sociais, cientificas e culturais, mediante
a adocao de medidas que limitem ou que reduzam o impacte das atividades antropicas nos solos,
que previnam a sua contaminagéo e degradagao e que promovam a sua recuperagao”.

No entanto, a Legislacdo Portuguesa ainda carece de legislacdo complementar para
acautelar, de forma integrada e consistente, a protecdo do solo, na vertente preventiva,
antecipativa e de remediacdo. Aponte-se contudo que, para o caso de solos contaminados, em
que a solugédo acordada seja a remediacdo do solo, o Projeto do Decreto de Lei de Solos
Contaminados, na sua Seccao Il — Processo de remediacédo do solo, artigo 13° - Principios e
objetivos da remediagcdo (APA, 2015), tem como principais alineas:

“a) Selecionar a melhor ou as melhores técnicas de remediag&o disponiveis, considerando
0 objetivo da minimiza¢@o dos impactes ambientais e da exposi¢do a contaminacgéo, quer dos
individuos quer dos ecossistemas, tendo em conta o0 uso atual ou futuro aprovado do solo;

b) Procurar a méaxima eficacia das possiveis técnicas de remediac¢ao do solo contaminado,
tendo em consideracéo o periodo necessério a sua implementagéo e a obtencéo dos resultados
pretendidos, bem como a prevengdo de outras potenciais contaminacdes delas resultantes;

¢) Reduzir e, sempre que possivel, eliminar os focos de contaminacdo, quando as
condi¢cdes ambientais, hidroldgicas e geoldgicas do local o permitam, acautelando a minimizagéo
dos recursos naturais despendidos para a sua execucao;

d) Ponderar a viabilidade das técnicas de remediacao do solo contaminado, suportadas
por uma analise custo-beneficio”.

Note-se contudo, que o objetivo de remediacdo também pode ser alcancado através da
inibicdo significativa da migracdo dos contaminantes, do controlo das vias de exposi¢cdo dos
recetores, do confinamento e gestdo dos solos contaminados, ou de uma regeneragéo natural
controlada. Porem, estes objetivos terdo de ser suportados por analises custo-beneficio, prazos
adequados e salvaguarda da saude humana e do ambiente.

2.1.2. Contaminacao dos solos

A formacéo do solo é um processo lento e um recurso ndo renovavel a escala humana, sendo
a sua qualidade constantemente ameacada por diferentes fatores envolvendo o aumento
populacional, nomeadamente a erosao, salinidade, acidificacdo, diminuigcdo de matéria organica
e a perda de biodiversidade (Gerim, 2012). No entanto, um solo considera-se contaminado
quando as suas caracteristicas naturais se alteram, devido a adicao antropogénica (direta ou
indireta) associada a compostos quimicos que Ihe modificam as caracteristicas naturais. O

aumento de substancias quimicas, podendo exceder os limites de referéncia, limitam a utilizacéo
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do solo, degradam a qualidade das aguas (superficiais e subterraneas) e constituem um risco

para a salde publica (Brito, 2005).

Na Unido Europeia cada estado-membro é responséavel pela implementacéo de estratégias

nacionais de reabilitacdo, baseadas numa lista comum sobre atividades potencialmente

contaminantes. Aponte-se contudo que paises como Holanda e Alemanha tém normas a nivel

nacional, enquanto que a Catalunha e o Pais Basco tém normas regionais. No caso de Portugal,

a Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA, 2015) recomenda a ado¢do das normas constantes

no Guidelines for Use at Contaminated Sites in Ontario (Ontario, Ministry of the Environment,

2011).

2.1.2.1. Atividades potencialmente contaminantes

Consideram-se atividades potencialmente contaminantes do solo, aquelas que decorrem do

manuseamento de substancias, cujas caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas e toxicolégicas

possam ocasionar danos. Estas atividades podem ter origens industriais, comerciais e agricolas

quando se observam as seguintes particularidades (Brito, 2005):

Existéncia de processos que possam provocar 0 aumento da concentracdo de
substancias poluentes no solo e nas dguas subterraneas;

Presenca de substancias que possuem potencial para causar danos em bens a
proteger, via solos e aguas subterraneas;

Atividade industrial e comercial com histérico decorrente do manuseio,
armazenamento e deposicdo inadequada de matérias-primas, produtos e residuos;
Atividade industrial e comercial com histérico associado a ocorréncia de derrames e

acidente.

2.1.2.2. Modelo conceptual de contaminacao

A abordagem da andlise de risco devera entéo ter como base um modelo conceptual do tipo
Fonte (ou origem) = Trajeto = Alvo (Petts, 1997, in Brito, 2005), em que (Brito, 2015):

A origem, ou fonte de contaminacdo, ocorre se os valores das concentracdes dos
poluentes ultrapassam os teores considerados de referéncia;

O trajeto, ou meio de transferéncia de contaminacgdo, assume a dupla condicdo de
transmissor / barreira e recetor primario;

O alvo, ou recetor secundario €, ndo somente o meio biofisico, mas ainda o meio

antropogénico.



2.1.2.3. Avaliacdo da contaminacdo, andlise de risco e plano de descontaminacao

Em qualquer ambiente, torna-se essencial implementar uma metodologia adequada para
avaliacdo do grau de contaminacdo existente numa determinada &rea, visando a minimizagao
de riscos para a saude publica e ambiente. Este conjunto de medidas devera ter por base o
conhecimento das caracteristicas do local, bem como os danos provocados pelo excesso de
elementos poluentes. Com base nesta avaliagcdo devera entdo proceder-se a uma tomada de
decisao sobre as formas de intervencdo mais adequadas para o local.

A APA desenvolveu um projeto de avaliacdo e remediacdo dos solos, elaborado pelo
operador (responsavel pela fonte de contaminacao), onde prevé a realizacao da etapa 1 acima
mencionada (APA, 2015). Esta 12 Etapa divide-se em trés sub-etapas progressivamente mais
detalhadas, que integram sequencialmente:

Avaliagéo Preliminar Avaliacéo Avaliacéo
do Risco de Exploratéria 9 Detalhada
Contaminagéo do > da Qualidade do da Qualidade do

Solo Solo Solo

A avaliagéo preliminar do risco de contaminag¢édo do solo é realizada pelo operador, que
submete a APA um formulério. Desta avaliag@o preliminar, resulta a atribuicdo de uma mengéo
qualitativa do risco de contaminacao do solo - “risco potencial minimo”, “risco potencial baixo”,
“risco potencial médio” ou “risco potencial elevado”, sendo emitida uma Declaragao do Risco de
Contaminagé&o do Solo em conformidade (APA, 2015).

A APA encontra-se ainda a elaborar um projeto legislativo relativo a prevengdo da
contaminacgdo e remediacdo de solos — PRoSOLOS - (APA, 2015). Neste contexto, os desafios
do projeto legislativo visam:

e  Suprir uma importante lacuna no quadro legislativo nacional,

e Contribuir para o compromisso do crescimento verde;

e  Cumprir compromissos assumidos por o/ a:
i) Roteiro para uma Europa eficiente no uso dos recursos;
i) Resolugdo das Nag¢6es Unidas The Future We Want, resultante da Cimeira Rio+20;
iif) 7° Programa geral de acédo da Unido para 2020 em matéria de ambiente “Viver bem

dentro dos limites no nosso planeta”.

Este diploma estabelece a cadeia de responsabilidade, considerando a avaliagdo da qualidade
do solo e a sua eventual remediacdo baseada nos principios do poluidor-pagador e da sua

responsabilidade associada (Figura 2. 1).



Figura 2. 1 - Cadeia de responsabilidade, baseada nos principios de poluidor-pagador (Adaptado de APA,
2016).

Apresenta-se na Figura 2. 2 0 modelo que a APA preconiza como procedimento de avaliagéo
e de remediacéo do solo. O diploma menciona os valores de referéncia para os contaminantes
mais comuns que no futuro serdo usados na avaliacdo exploratdria, ou para efeitos de
remediacéo do solo contaminado.

A segunda fase de investigacao (i.e., investigacdo exploratéria da qualidade do solo), com
base nos valores de referéncia previamente estabelecidos, pretende confirmar a hipdtese de
contaminag&o, assim como determinar a natureza e concentragdo dos elementos contaminantes,
identificar um padrdo de distribuicdo espacial da contaminacdo dos terrenos (solo e aguas
subterréneas) e determinar o grau de contaminac&o.

A terceira e Ultima fase (i.e., avaliacao detalhada da qualidade do solo), pretende finalizar o
modelo de contaminagéo, com a determinacao do volume dos solos e aguas para a sua respetiva
descontaminacdo. Nesta fase, pretende-se a elaboracdo de uma Andlise de Risco, para uma
futura ocupacao dos terrenos, a qual deve determinar se 0s riscos sao aceitaveis, para a saude
publica e para o ambiente. Uma monitorizagcéo e controlo adequados do local, tém que manter e

garantir uma manutencdo de um nivel de risco aceitavel a médio e longo prazo (Brito, 2005).
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Figura 2. 2 - Modelo esquematico do procedimento de avaliagdo e de remediagédo do solo (Adaptado de

APA, 2016).



2.1.2.4. Avaliacao e investigacao in situ

A avaliacdo preliminar do risco de contamina¢do do solo, permite assegurar a obtencéo de
informagdo das atuais carateristicas dos terrenos, incluindo a distribuicdo dos contaminantes.
Neste contexto, toda a caracterizagao das condi¢gfes dos terrenos contaminados é essencial na
tomada deciséo para as medidas de remedia¢&o a implementar no local.

A avaliacdo exploratdria de contaminantes podera ser realizada através de um zonamento
superficial dos locais pretendidos, com recurso a equipamentos que possibilitem a detecao de
metais. O espectrometro NITON (Thermo Fisher Scientific, Germany), que permite a detecéo de
um vasto conjunto de elementos quimicos no solo, por fluorescéncia de Raios X €&, neste
enquadramento, uma possibilidade. O modo de operacdo deste aparelho encontra-se em
conformidade com o método 6200 da USEPA (Field Portable XRF Spectometry for the
determination of elemental concentrations in Soil and Sediment - EPA 6200) (Brito, 2015).

N&o menos importante é a recolha de dados histéricos (histérico de atividades e processos
industriais), consulta de relatérios técnicos e trabalhos académicos, bem como mapas e todo o
tipo de informacéo que caracterize o local. O estudo dos dados existentes permite uma avaliacéo,
e um ponto de partida para novas analises, que podem ser comparadas a outras pré-existentes.

No formulario do projeto de avaliagdo e remediacdo dos solos, fornecido pela APA (ponto 7-
Atividades e ocorréncias histéricas) nada se menciona sobre o histérico da contaminacao difusa
do solo das zonas envolventes. A contaminagéo difusa envolve a deposi¢do atmosférica como
maior potencial de contaminac¢édo do solo por metais pesados (i.e., arsénio e chumbo) (Silva,
2008). Note-se que a hipotese de contaminacdo podera ser confirmada nesta etapa, se a
caracterizagdo do grau de contaminacdo ficar acima dos valores de referéncia previamente
estabelecidos. No entanto, os valores de referéncia nem sempre sdo 0s que estao estabelecidos
por lei, pois existem casos onde os valores de referéncia sdo ao nivel local, regional ou de
objetivo, dependendo de anomalias naturais geoquimicas. As concentracfes de elementos
contaminantes nestas areas estdo acima dos valores considerados de base (i.e., indicados na
legislagéo utilizado pela APA). Assim, antes de considerar o local contaminado e de possivel
intervencao, € necessario saber o valor de fundo para o local (local geochemical background)
para cada elemento em causa. Estipulado esse valor para cada contaminante (threshold values),
este servira de base (ou de corte) e todos os valores acima serdao denominados como
“contaminantes derivados das atividades humanas”. Numa posterior fase de remediagéo, sdo
estes valores acima do indice de corte que serdo alvo de intervencéo (Barbosa, 2002, Ferreira
et al., 2016, Pelica et al., 2018).

Neste enquadramento destaca-se a zona da Faixa Piritosa Ibérica, que apresenta valores de

base superiores aos estabelecidos pela legislacdo utilizada pela APA.



2.2. Faixa Piritosa Ibérica - Contextualizacao

A Faixa Piritosa Ibérica (FPI) (Figura 2.3) constitui uma importante provincia metalogénica,
localizada no sudoeste da Peninsula Ibérica (Batista et al., 2007), que forma um arco com cerca
de 250 km de comprimento e 25 - 70 km de largura. A sua importancia decorre da grande
guantidade de depositos de minério (algumas estimativas aponta para mais de 80 mil toneladas)

e da elevada concentragdo de sulfuretos metalicos (Leistel et al., 1998).

Monchique

E Post-Hercynian cover 0 50 km ﬁ(
e Messejana Fault 11 g )

Granitic intrusives
Volcanie-Siliceous Complex (VSC)
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~ded_ South Iberian Shear Zone 9
O Massive sulphide deposits IPB N/—-l_/z

HERCYNIAN OROGENY
Culm Group {and Culm-type sequences)
P ype seq "

Figura 2.3 - Faixa Piritosa Ibérica (Adaptado de Moura, 2005).

Subsiste nesta area uma longa histdria sobre a exploracdo de pirite (Batista et al., 2012a). A
mineracao tem ocorrido desde o periodo Calcolitico, encontrando-se os depdsitos superficiais
atualmente esgotados. Assim, a prospec¢do vem ocorrendo a maiores profundidades (Leistel et
al., 1998; Batista et al., 2012a; Olias et al., 2016). Acresce que a exploracao intensiva de longa
duracéo causou impactes ambientais prolongados e profundos nesta zona (Batista et al., 2007).

Atualmente, a maior parte da atividade mineira cessou na FPI, essencialmente devido a
exaustdo do minério e a baixa rentabilidade (Santos Oliveira et al., 2002; Santos et al., 2011).
Apenas duas minas se encontram em atividade, a mina de Neves-Corvo e a mina de Aljustrel.
Na mina de Neves-Corvo (37°34'13,5"N, 7°58'19,1”0), o primeiro fildo de cobre foi descoberto
em 1977, e a producao iniciou em 1988. Nesta mina, a taxa de producao de cobre e estanho é a
mais elevada da Europa (Moreira et al., 2011), sendo ainda um dos depdsitos de cobre mais
importantes do mundo, com mais de 300 milhdes de toneladas de sulfuretos (Batista et al., 2007).
Adicionalmente, a mina de S&o Domingos (37°67°59,02"N, 7°50'16,96"0), com cerca de 10 000

m?2 é rica em sulfuretos (com teores elevados de cobre, arsénio, zinco e chumbo), porém,
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encontra-se atualmente inativada, detendo os solos circundantes uma elevada contaminacao por

esses elementos.

2.3. Arsénio no meio ambiente

O arsénio na crusta terrestre ocupa a 522 posicdo em termos de concentracdo (Adriano,
1986). Este elemento tem sido apontado como mutagénico, citotdxico e genotoxico, estando
associado ao cancro da pele, rins, pulméo e bexiga (Otones et al., 2011; Wang et al., 2011; Bolan
etal., 2013; Rahman et al., 2014). Atualmente estima-se que afeta mais de 150 milh&es de seres
humanos, devido & concentracdo elevada na agua destinada ao respetivo consumo, em
particular no Sudeste asiatico (Rahman et al., 2014). Nos solos da Europa reconhecem-se vastas
areas onde o arsénio ocorre com niveis elevados, hdo s6 como contaminante mas ainda como

constituinte das rochas (Figura 2.4).

Figura 2.4 - Localizacdo das zonas contaminadas com arsénio na Europa (valores em pg As g7?).
(htttp://eusoils.jrc.ec.europa.eu — Acedido em Marco 2016).

O arsénio esté associado a varios tipos de mineralizagéo de sulfuretos metdlicos de Cu, Pb e
Zn (para além dos acessorios - Au e Ag), sendo um semi-metal indicador na prospecéo destes
elementos. A sua mobilidade em ambiente primario (rochas, mineralizacdes, etc.) esta
relacionada com as fases finais de recristalizagdo em veios ou fraturas. As associacdes
geoquimicas do arsénio com outros elementos sdo varias, destacando-se (Batista, 2003):
calcopirites; ouro em fraturas hidrotermais; prata em fraturas; Cu, Ni, Co, Fe e Ag em jazigos de
sulfuretos macigos de Cu e Ni; U, em alguns depésitos; Cu, V, U e Ag em depdésitos sedimentares
de Cu; rochas ricas em fosfatos.

O arsénio esta associado a substituicdes isomorficas na apatite, pirite, galena, esfalerite e

outros sulfuretos. Em ambientes secundarios (i.e., solos, agua e sedimentos) a mobilidade é mais
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fraca, contudo persiste em presenca de oxidantes, 6xidos e oxi-hidréxidos de ferro e em pirites
(Batista, 2003).

A distribuicdo do arsénio pelos principais tipos de rocha €, de uma forma geral, uniforme,
variando a concentragdo entre 0,5 - 2,5 ug g* (Tavares et al., 2009). Em solos ndo contaminados,
a concentracgdo total de arsénio raramente excede 10 pg g, no entanto se o solo for sujeito a
tratamentos agricolas (nomeadamente com agroquimicos), o respetivo valor pode aumentar
(Batista, 2003). De acordo com a Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA, 2015), os limites
maximos para o arsénio, em solos agricolas, ou para outros usos particulares da propriedade,
devem situar-se em 11 pug gl. Em solos alocados a uso residencial, institucional, comercial,
propriedade comunitaria, esses teores poderdo ascender a 18 ug g1. Paralelamente, para aguas
subterraneas e sedimentos, os valores indicados sdo 13 ug mL* e 6 ug g, respetivamente.
Aponte-se ainda que em solos argilosos os teores de arsénio usualmente oscilam entre 4,8 -
12,8 ug g (Kabata-Pendias e Pendias, 1985; Adriano, 1986).

Dos parametros que afetam a mobilidade e a disponibilidade do arsénio (Adriano, 1986;
Batista, 2003; Tripathi et al., 2007; Marquez - Garcia et al., 2012), destacam-se os fatores
inerentes ao solo (nomeadamente pH, 6xidos, hidréxidos de ferro e aluminio, textura do solo,
minerais argilosos e potencial redox). Os solos arenosos tém maior disponibilidade de arsénio,
devido ha menor presencga de oxidos e hidréxidos de ferro e aluminio, comparativamente com 0s
solos argilosos. Adicionalmente, verifica-se ainda que o potencial redox do arsenato é, em
aerobiose, a nivel termodindmico, mais estavel, contudo a respetiva mobilidade nos solos é
geralmente baixa (Zhao et al., 2009). Porém, verifica-se que a respetiva capacidade para ser
adsorvido por solos argilosos, 6xidos e hidréxidos de ferro, aluminio e manganés, carbonatos,
fosfatos e matéria organica € muito elevada (Abreu et al., 2009). Por oposicao, o arsenito €, em
condicbes de anaerobiose, a espécie mais abundante e mais solUvel, comparativamente ao
arsenato apresenta maior mobilidade e fitotoxicidade (Abreu et al., 2009). O arsenito reage com
0os grupos sulfidrilo de enzimas e proteinas tecidulares, inibindo as fungbdes celulares e
contribuindo para a necrose celular (Webb et al., 2003; Lei et al., 2013). Por oposi¢cdo, nas
espécies vegetais o arsenato compete com o fésforo pelos mesmos centros de absor¢éo
radicular, sendo as concentracdes relativas destes elementos factores determinantes para a

acumulacao na raiz e subsequente translocacao para a parte aérea das espécies vegetais.

2.3.1. Translocac¢do, acumulacgéo e toxicidade nos tecidos vegetais

O arsénio pode induzir toxicidade nas espécies vegetais, interferindo com o crescimento e
com a performance fotossintética, em especial das folhas mais jovens (Regvar e Vogel-Mikus,
2008; Arriagada et al., 2009). A absorcao de arsénio, a nivel radicular, depende essencialmente
das formas quimicas presentes no substrato (especiagdo), da profundidade e do potencial redox
do solo (Mascher et al., 2010; Marquez - Garcia et al., 2012). Zhao et al. (2009) referem que este
elemento s6 é captado do solo nas formas inorganicas de arsenato e arsenito, sendo as mesmas

interconvertiveis em funcdo do potencial redox do solo. O arsenato, tal como o fosfato, é

12



transportado até as folhas através da membrana plasmatica, podendo interferir com os
processos celulares essenciais (Meharg e Macnair, 1994; Arriagada et al., 2009; Lei et al., 2013).
No caso do arsenito, este reage com os grupos sulfidrilos das enzimas e dos tecidos das
proteinas, induzindo a inibicao da funcéo celular e a subsequente necrose (Webb et al., 2003;
Lei et al., 2013).

Segundo Wang et al. (2002), a absorcdo de arsenito pela Pteris vittata ndo é influenciada
mesmo ha presenca ou auséncia de fosfato. Contrariamente a presenca de fosfato na solucéo
nutritiva diminui acentuadamente a absorcdo de arsenato. Ma et al. (2011) referem que o
arsenato € uma molécula sem carga, semelhante ao acido silicico, e que partilha com este o
mesmo transportador (Lsi 1), para a entrada na raiz do arroz (sendo transportado através do
xilema, via efluxo de Si ‘Lsi2’). Um mecanismo alternativo é o transporte via aquaporos (Zhao et
al., 2010). Destaca-se contudo que estes autores referiram que a translocacéo do arsénio da raiz
para o caule é um processo com baixo grau de eficiéncia. Uma explicagdo podera residir na
reducdo rapida de arsenato para arsenito na raiz, seguido pela sintese de complexos com grupos
sulfidrilo, e o possivel sequestro do arsenito nos vacuolos da raiz. A mobilidade do arsénio no
xilema varia ainda no plano interespecifico, subsistindo espécies que o transportam muito
rapidamente e em grandes quantidades, como é o caso da P. vittata (uma espécie que se
reconhece ser hiperacumuladora de arsénio na forma de arsenito). Aponte-se contudo que a
distribuicdo interna do arsénio nos tecidos dos diferentes 6rgdos das plantas ainda ndo esta
completamente identificada (Zhao et al., 2010).

O arsénio, em especial na forma reduzida de arsenito, esta fitodisponivel, sendo fitotoxico
para muitas espécies vegetais, porém algumas destas sao tolerantes / resistentes a graus muito
elevados de contaminagédo, nomeadamente em zonas mineiras (King et al., 2008; Chen et al.,
2014). Destacam-se algumas espécies arbdéreas, nomeadamente eucaliptos - Eucalyptus
cladocalyx, E. melliadora, E. polybractea, E. viridis, E. urophylla, E. saligma (King et al., 2008;
Magalh@es et al., 2012), choupo - Populus alba (Madejon et al., 2004) e salgueiro -Salix spp.
(Tlustos et al., 2007). Note-se contudo que a acumulagéo de arsénio numa espécie vegetal pode
variar, em funcdo de parametros inerentes ao préprio solo e de fatores edafocliméticos, ou ainda
face a adequacédo da espécie vegetal para as formas de arsénio disponiveis (King et al., 2008;
Ozturk et al., 2010; Hoffmann e Schenk, 2011; Austruy et al., 2013).

Equacionando os efeitos do arsénio nas taxas de crescimento relativo em espécies vegetais,
alguns autores (Cedergreen, 2008; Ozturk et al., 2010) verificaram que pequenas concentractes
de arsénio estimulam o crescimento, enquanto que outras mais elevadas revelam um efeito
antagonico, que podera resultar da sintese de formas reativas de oxigénio. Este efeito
estimulante, descrito por Schulz (1888) como “efeito homeostatico”, foi utilizado, posteriormente,
por Southam e Erlich (1943). Acresce que a acumulacdo de arsénio tende a prevalecer
essencialmente ao nivel radicular, podendo apontar-se, a titulo de exemplo, o caso dos
salgueiros - Salix spp. (Tlusto$ et al., 2007) e do sargaco manso - Cistus salvifolius (Abreu et al.,
2012a). De facto, em média, comparativamente ao caule, as concentracdes de arsénio na raiz

podem ser 20 - 100 vezes superiores, diminuindo o indice de translocacdo quando o teor de
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arsenito aumenta (Hoffmann e Schenk, 2011). Aponte-se ainda que, no caso particular dos
eucaliptos, a concentracdo de arsénio é, comparativamente aos teores no caule, usualmente 5
a 10 vezes superior nas folhas (King et al., 2008). Acresce ainda que Austruy et al. (2013)
também referiram que, comparativamente ao caule, a raiz € mais sensivel a acdo de
contaminantes. Aponte-se contudo que, face a idade das folhas, a acumulacao de arsénio parece
nado obedecer a um padrédo Unico.

King et al. (2008) relataram que os teores de arsénio nas folhas jovens e adultas de E.
cladocalyx, E. melliadora, E. polybractea, E. viridis ndo apresentam variac@es significativas. Por
oposicao, Chang et al. (2005) encontraram, em folhas jovens de Populus davidiana, valores mais
elevados de arsénio. A acumulagao de arsénio nas folhas é também referenciada por Madejon
et al. (2004), em espécimes de choupos (Populus spp.), huma zona similar & de Neves-Corvo
em Espanha, onde ocorreu um derrame mineiro, que envolveu uma regido de 55 km?2. Kabata-
Pendias (1985) apontou um limite maximo entre 5 - 20 pg g como limite de toxicidade nas
estruturas foliares. Assim, porque no plano interespecifico subsistem diferentes capacidades das
estruturas vegetais para reter, captar e translocar contaminantes nos diferentes 6rgaos, algumas
espécies poderdo ser utilizadas para fitoestabilizar solos contaminados (Abreu et al., 2009;
Abreu, et al., 2012a,b; Chen et al., 2014).

Em solos contaminados com arsénio, os limites de toxicidade sobre o metabolismo
fotossintético variam de forma significativa no plano interespecifico (Austruy et al., 2013),
subsistindo ou ndo espécies hiperacumuladoras de arsénio.

Em plantas ndo hiperacumuladoras de arsénio, a nivel foliar, 0 aumento dos teores desse
elemento tende a inibir a acumulacgéo de clorofila (Chl) (Ozturk et al., 2010; Caporale et al., 2013),
sendo esta entidade quimica a mais sensivel ao arsenito (Chen et al., 2014). Neste contexto,
varios autores (Ozturk et al., 2010) tém indicado que estes efeitos decorrem da oxidacéo das
membranas dos cloroplastos envolvendo, formas reativas de oxigénio, disfungdes nutricionais
(associados a défices nos teores de Mn, Cu, Fe e P) e acréscimos na atividade das clorofilases.
Teores crescentes de arsénio provocam ainda uma inibicdo progressiva da condutividade
estomatica, na concentracdo intercelular de diéxido de carbono e da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase / oxigenase (Ahsan et al., 2010; Hoffmann e Schenk, 2011). Assim, a inibicdo da
condutancia estoméatica e da actividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase, a par
da peroxidacdo dos lipidos acilo das membranas do cloroplasto, poderdo provocar a
desintegracao dos grana, bloqueando a sintese de pigmentos e, consequentemente, minimizar
o correspondente rendimento quantico do fotossistema (PS) Il. Face a esta inibicdo, a taxa de

transporte electrénico da fase fotoquimica fica entdo afetada de forma significativa.

2.3.2. O caso particular da regido de Neves-Corvo

A regido de Neves-Corvo (37°34'13,5"N, 7°58'19,1”0) possui um dos mais importantes
depositos de cobre de Portugal, sendo ainda um dos maiores do mundo (Batista et al., 2012b).

Situada a 15 km de Castro Verde, no Baixo Alentejo, esta mina produz essencialmente Cu, Sn e
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Zn, sendo atualmente explorada pela Somincor — Sociedade Mineira de Neves-Corvo, S.A.,
grupo subsidiario da Ludin Mining Corporation (Ludin Mining Corporation, 2014).

Nas rochas da regido de Neves-Corvo (Figura 2.5), em 1994, foram detetados concentracdes
médias de arsénio que oscilaram em torno de 10 pg g1, com teores minimos / maximos variando
entre 0,3 - 270 pg g (Grimes e Carvalho, 1994).

No minério de Neves-Corvo verificou-se ainda que o arsénio se encontrava em concentragdes
gue oscilavam entre 15,3 g kg (na pirite do minério de cobre rico em Zn, Hg, Ag, Sb e As) e 6
mg kg (na cassiterite das mineralizacdes do tipo macico e rubané de estanho) (Gaspar, 2002;
Batista, 2003).

r :

inalde Neves-Corvo

Data SI0, NOAA, U.S. Navy. NGA, GEBCO
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Figura 2.5 - Localizagdo de Neves-Corvo e zonas contaminadas com arsénio (valores em pg As g4).
(htttp://eusoils.jrc.ec. europa.eu — Acedido em Marco de 2016).

Andlises ao solo, na zona da mina de Neves-Corvo, entre 1970 e 1971, apresentavam uma
concentracao média de arsénio de 17,3 ug g*. Contudo, em 1998, novas analises mostraram um
incremento dos teores de arsénio para 20,3 ug g* (Batista, 2003).

A APA (2015) considera existir uma contaminagcdo com arsénio no solo quando os teores
ultrapassam 18 ug g, para zonas residenciais, industriais e comerciais, e 11 uyg g*em solos
agricolas. Assim, em alguns locais, predominantemente agricolas, em redor da mina, as
concentracdes de arsénio no solo ultrapassam o valor de referéncia, devendo considerar-se
contaminados.

A esteva (Cistus ladanifer), planta ndo hiperacumuladora de arsénio, tipica de ambientes
mediterranicos, ocorre na regido envolvente da mina de Neves-Corvo. Este arbusto, muito
frequente em matos e matagais xerofiticos, em solos pobres e acidos com origem em Xxistos,
arenitos, pode formar populacdes densas denominadas estevais. Neste contexto, interessa
avaliar os niveis de acumulacdo de arsénio observados por Batista (2003), ainda que se

considere serem as folhas o principal érgao de acumulacao desde contaminante (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 - Teores médios de arsénio em Cistus ladanifer na area da mina de Neves-Corvo (Adaptado de
Batista, 2003).

As (ngg?) Folhas Raiz Solo
Média Aritmética 9,11 1,14 56,3
Média Geométrica 2,7 0,86 31,3
Mediana 1,81 0,78 28,0
Minimo 0,45 0,18 8,0
Maximo 48,17 6,67 297,0

2.3.3. O caso particular da regido de Sao Domingos

As concentracBes de arsénio na regido que circunscreve a mina de Sao Domingos
(37°67°59,02"N, 7°50°16,96"0) oscilam entre 71 — 20 x 102 yg g'. No entanto, a fracdo
geodisponivel varia apenas entre 0,02 - 0,41 ug g, ficando assim limitada a fitodisponibilidade,
ou a possibilidade de lixiviag&o (Batista et al., 2012b; Alvarenga et al., 2013, 2014a). A vegetacao
dominante nesta zona, engloba as Cistus ladanifer L., Lavandula sampaiana L., Erica
andevalensis Cabezudo e Rivera e a Erica australis L., ocorrendo ainda exemplares de
Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus globulus (Tavares et al., 2009; Marquez - Garcia et al.,
2012; Alvarenga et al., 2012, 2014b). Note-se, contudo, que Méarquez - Garcia et al. (2012),
constataram que a E. australis acumula mais arsénio na forma de arsenito, enquanto que a E.
andevalensis acumula mais na arsénio na forma de arsenato. Também Alvarenga et al. (2014a)
verificaram que nos solos das hortas e quintas, em redor de Sdo Domingos (que ndo o couto
mineiro), as concentracdes de arsénio variavam entre 86,7 - 1851 ug g* (com uma fragdo
disponivel oscilando entre 0,40 - 16,9 ug g?). Contudo, nas espécies com interesse alimentar ai
cultivadas (nomeadamente, as Lactuca sativa, Coriandrum sativum e a Brassica oleracea), a
contaminagdo por arsénio foi muito baixa ou nula, ndo representando perigo para a saude

humana.

2.4. Fitorremediacdo — Uma sintese sobre mecanismos e aplicabilidade

Em areas contaminadas, de pequena dimensdo, uma solugdo rapida pode envolver a
selagem da area com uma cobertura de solo, porém tal nao impede a lixiviagao do contaminante
em profundidade. Em alternativa, nestes casos, a introducdo de um coberto vegetal pode
constituir uma estratégia eficiente, barata e amiga do meio ambiente, detentora de elevada
estabilidade temporal e geofisica (Pratas et al., 2005, 2013; Chang et al., 2005; Mains et al.,
2006; Chen et al., 2014). Neste contexto, nem s6 as camadas superiores ficam abrangidas por
este biossistema de descontaminagdo, mas também horizontes mais profundos do solo podem
ser visados, devido a acéo das raizes profundas de lenhosas, nomeadamente, salgueiros ou
eucaliptos (Tlusto$ et al., 2007; King et al., 2008).
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Este processo (i.e., fitorremediacao) extrai elementos minerais, nomeadamente semi-metais
e metais pesados, sem alterar de forma significativa os solos e a respetiva atividade microbiana
(Rajkumar et al., 2012). E um processo econémico, que utiliza plantas vasculares in situ,
restaurando total ou parcialmente os solos (Vamerali et al., 2009). Note-se, contudo, que no
ambito da fitorremediacdo subsistem diferentes subgrupos ou mecanismos (Figura 2.6) que
dependem da matriz, propriedades e nivel de contaminagcdo dos solos (Pulford, 2003;
Hettiarachchi et al., 2012).

Fitorremediac¢ao ‘

| Agua |
| Inorgénico | ‘ Organico ‘ Inorganico ‘ Organico ‘
* Fitoextragao * Fitodegradacio * Rizodegradacdo * Fitotransformacao
* Fitosequestragdo * Rizodegradagio * Fitovolatilizagdo * Rizodegradacgao
* Fitovolatilizagdo * Fitovolatilizacdo *  Fitohidraulica * Fitovolatilizacdo
* Fitohidraulica * Fitohidraulica * Fitohidriulica

Fitoestabilizacao Fitoestabilizacao

Figura 2.6 - Sistemas de fitorremediacdo e respetiva aplicabilidade (Adaptado de Pulford, 2003 e de
Hettiarachchi et al., 2012).

Aponte-se ainda que a eficiéncia da fitorremediacdo depende da fisiologia de cada espécie
vegetal, e do seu potencial face a um eventual stress causado por uma significativa acumulacéo
de metais pesados na biomassa. De facto, a dindmica da acumulacéo desses elementos, face
aos indices de producao da biomassa da espécie, sera o fator determinante na garantia de uma
elevada eficiéncia na minimizacdo da lixiviacdo dos metais / metaldides, e na remocao dos
contaminantes do solo (Mertens et al., 2007; Vamerali et al., 2009). Portanto, neste
enquadramento, o processo de fitorremediacdo também apresenta limitagbes (Hettiarachchi et

al., 2012), destacando-se que:

i) Niveis elevados de contaminacédo podem limitar o crescimento das plantas;

ii) A biodisponibilidade de metais nos solos da rizosfera pode ser outro fator critico que
determina o sucesso da translocacao do metal e da prépria fitoestabilizacdo (Ma et
al., 2010; Otones et al., 2011; Moreno-Jimenez et al., 2012; Rajkumar et al., 2012);

iii) A profundidade das raizes pode limitar o nivel de fitorremediacéo, pois a planta, no

limite absorve os poluentes apenas na area da respetiva rizosfera.
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2.5. Eucalyptus spp. — Integracédo geografica, morfolégica e parametrizacao

nutricional

As espécies integradas no género Eucalyptus sdo originarias do continente Australiano,
ocupando uma grande fracdo da respetiva floresta, embora sendo escassas nas regiées mais
secas. Existem mais de 600 espécies que se adaptaram a quase todos os ambientes (FAO,
1981). Segundo a Encyclopedia of Australian Science (2015), julga-se que as espécies
Eucalyptus alba e Eucalyptus urophylla foram as primeiras espécies introduzidas fora do seu
habitat natural, em Timor, pelos portugueses, no século XVI. E provavel que o aparecimento do
eucalipto no Brasil se desse pelo mesmo motivo e ha mesma altura, embora ndo subsistam
registos fidedignos. No entanto, s6 em 1788 o eucalipto entra oficialmente na historia, quando o
botanico L'Héritier de Brutelle, descreve pela primeira vez o género Eucalyptus e atribui ao
primeiro espécime de eucalipto o0 nome de Eucalyptus obliqua (Encyclopedia of Australian
Science, 2015).

2.5.1. Eucalyptus globulus

A espécie Eucalyptus globulus Labill é vulgarmente conhecida como eucalipto comum (ou
eucalipto-da-Tasmania). E uma espécie com folha perene, que pode atingir 55 metros de altura,
sendo, eventualmente, a mais conhecida das 600 espécies do género Eucalyptus. A sua
distribuicdo original resumia-se & Tasmania e ao sul do Estado de Victoria (Australia). Ocorria
ainda em pequenos grupos isolados nas llhas de King e Flinders (Goes, 1977). Possui tronco
ereto e esguio, com ramificacdes apenas na parte terminal. O tronco € recoberto por um ritidoma
cinzento claro, liso, que ao secar se liberta em largas tiras para o solo. Quando a &rvore é cortada,
esta regenera rapidamente a partir da toica, produzindo fortes turides recobertos por folhas
juvenis, que quando desbastados rapidamente reconstituem a arvore.

As plantas juvenis apresentam uma folha diferente das plantas adultas (Figura 2.7). As folhas
da planta juvenil sdo sésseis, com 6 - 15 cm de comprimento e recobertas por um tegumento
ceroso de cor azulada, surgindo em pares alternados em caules de secc¢do quadrangular. As
folhas das arvores adultas s&o estreitas e falciformes, podendo atingir 35 cm de comprimento
com tegumento verde acinzentado, surgindo alternadamente ao longo de caules arredondados
(Goes, 1977).
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Figura 2.7 — A - Eucalyptus globulus - planta adulta, B — Ramo com folhas e pseudocépsulas, C — Flér com
androceu indefinido, D - Pseudocapsulas, E - Folha adulta falciforme (esquerda), folha jovem (direita).

A flor com androceu indefinido, esbranquicada ou cremosa, floresce entre Setembro e
Outubro. Os frutos sdo pseudocépsulas lenhosas, com 2,5 cm de didmetro, reproduzindo a forma
do botédo da flor. Esta espécie de eucalipto tem uma raiz que pode atingir 10 metros de
profundidade (Goes, 1985).

2.5.2. Eucalyptus nitens

A espécie Eucalyptus nitens Deane & Maiden é originaria da Australia, predominando nos
estados de Victoria e Nova Gales do Sul, ocorrendo em &reas geograficas com altitude variando
entre os 600 - 1600 metros. Esta espécie, pode atingir mais de 60 metros de altura. A casca é
lisa e caduca, persistente na base, mas no tronco e ramos desprende-se em fitas. A E. nitens é
ainda das espécies mais tolerantes a geadas, conseguindo sobreviver a -12 °C, contudo prefere
um clima temperado frio, em zonas pluviais médias. O seu desenvolvimento € maior em solos
férteis e profundos com textura média.

Nos anos 80 esta espécie foi introduzida em varios paises mediterraneos, nomeadamente
em Franca, Espanha e Portugal (Goes, 1985). Em 2011 estimou-se que a area plantada com
esta espécie correspondia a 340 mil ha, predominando na Australia, Chile, Nova Zelandia, Africa

do Sul e Espanha. Se a altitude € baixa esta espécie apresenta uma taxa de crescimento médio
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e inferior a da E. globulus (Pérez-Cruzado e Rodriguez-Soalleiro, 2011; Pérez-Cruzado et al.,
2011).

2.5.3. Eucaliptos em Portugal

Entre 1966 - 2010, em Portugal, a area cultivada de E. globulus Labill aumentou de 100 000
ha para 812 000 ha (i.e., 8 % da area de Portugal e cerca de 26 % da area florestal portuguesa).
Acresce que estes 812 000 ha de eucaliptos conseguem transformar 66 462 quilotoneladas de
dioxido de carbono em biomassa (Reboredo, 2014), aspeto que decorre da combinagéo de
temperaturas médias e de precipitagdo elevada, a par de uma estacdo de crescimento
prolongada. De facto, neste contexto, a produtividade desta espécie de eucalipto pode atingir
(excecionalmente) 40 m® ha' ano?, em locais selecionados em Portugal Continental (Pinho,
2014), embora consoante a regido do pais prevaleca uma grande variagdo na produtividade,

sendo predominante a norte do Tejo (Reboredo, 2014).

A nivel fitopatoldgico, apenas nos anos 80 do século passado, surgiu o escaravelho
perfurador (Phoracantha semipunctata Fab.) (Figura 2.8), que causou a morte de inUmeras

arvores e quedas acentuadas de produtividade.

Figura 2.8 - Larvas (A) e inseto adulto (B) do escaravelho perfurador de eucaliptos (Phoracantha
semipunctata Fab.) (http://www.cabi.org/isc/datasheet/40372 - Acedido em Margo de 2016).

Note-se contudo que, em Portugal, a Ctenarytaina eucaliptii Maskell terd sido o primeiro inseto
invasor nos eucaliptos, tendo sido detetado nos anos 70 do século passado. O mesmo alimenta-
se da seiva das folhas da E. globulus (Figura 2. 9), ndo causando muito impacto pois sofre

predacéo intensa (Azevedo e Figo, 1979, cf. Branco et al., 2014).
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Figura 2. 9- Ctenarytaina eucaliptii em folhas da E. globulus.

No ambito das doengas provocadas por fungos no eucalipto, destacam-se as causadas por
Botryosphaeria spp. e Mycosphaerella spp. (Branco et al.,, 2014). Neste contexto, as
Mycosphaerella spp., provocam a doenga da folha Mycosphaerella, que envolve uma grande e
severa desfolhagdo das folhas mais jovens. A Teratosphaeria nubilosa é igualmente considerada
uma das mais agressivas, propagando-se pelo vento com grande facilidade (Silva et al., 2009,
2012, cf. Branco et al., 2014). Contudo, o fungo potencialmente mais perigoso sera, porventura,
a Teratosphaeria cryptica, pois, embora ndo mate a planta, afeta o crescimento normal dos
espécimes mais jovens (Branco et al., 2014). Apontam-se ainda, pela sua a¢éo patoldgica sobre
0 eucalipto, as espécies Neofusicoccum spp., Cytospora spp., Pestalotiopsis spp., Phytophthora
spp., Sporothrix spp., Phoma sp., Harknessia sp. e Cylindrocarpon sp. (Slippers et al., 2004;
Rodas et al., 2009; lturritxa et al., 2011, cf. Branco et al. 2014).

2.5.4. Mobilizagao de elementos minerais em solos contaminados pelo género Eucalyptus

Alguns estudos (Guo et al., 2002) tém demonstrado que o eucalipto detém uma elevada taxa
de absorcdo de nutrientes em solos contaminados, destacando-se a E. globulus. Asensio et al.
(2013) verificaram nos solos envolventes da mina de cobre situada em Touro / Galiza / Espanha
(42°52'46.18”N, 8°20'12.06"0), que a plantacdo da E. globulus incrementou a extracao radicular
de Cr e Cu. Na Eucalyptus torcoata, Pyatt (2001) demonstrou que o Fe, Mn e S se acumulam
nas folhas, enquanto que o Cu predomina nos caules e o Pb nas cépsulas. Adicionalmente,
Nenman et al. (2012) verificaram que o Pb, Zn e Cr se acumulam predominantemente nas folhas
de E. camaldulensis, enquanto que o Cu, Ni e Sn ocorrem preferencialmente nos caules (ainda
que em concentragcdes muito baixas). Tal como Pyatt (2001), também King et al. (2008)
estudaram a fitoestabilizacdo do solo de uma mina de sulfuretos rica em arsénio, localizada no
continente Australiano (37°03'569”S, 142°48'15 E), tendo verificado que, nas E. cladocalyx, E.
melliodora, E. polybractea, E. viridis, a maior concentracao de arsénio ocorreu nas folhas (0,29
— 5,14 ug g1), em detrimento do caule (0,61 pug g™*). Constataram ainda estes autores que a
espécie de menor crescimento foi a E. cladocalyx (com um indice de crescimento variando entre
0s 69,5 - 103 cm de altura e folhagem densa; por oposi¢céo as restantes espécies com 36 — 313

cm de altura), tendo recomendado todas as espécies para fitoestabilizacao de solos.
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Nas minas de Au e U da Urgeirica / Portugal (40°51'33.43”N, 7°89'50.55”0), Madruga et al.
(2001) constataram ainda que E. globulus possui uma elevada eficiéncia para mobilizagéo do Ra

- 226 do solo para a parte aérea.

3.Materiais e Métodos

3.1. Seriagcdo de zonas contaminadas e recolha de amostras de solos e

material vegetal

Para aferir o nivel médio de arsénio nos solos na FPI, consideraram-se as zonas mineiras de
Neves-Corvo (37°34'13,5"N, 7°58’19,1”0) e S&do Domingos (37°67°59,02"N, 7°50’16,96"0). Com
recurso ao software ArcGis (ESRI, The Redlands, CA) definiram-se aleatoriamente 44 pontos de
amostragem na zona envolvente ao couto mineiro de Neves-Corvo (Pelica et al., 2018) e junto

da zona mineira de Sado Domingos (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Localizac&o espacial da zona mineira de Neves-Corvo (37°34'13,5"N, 7°58'19.1"0) (A) e da
zona mineira de Sdo Domingos (B) (37°40'6" N, 7°29'38"0) (www.maps.google.com - Acedido em Abril de
2016).

Amostras de solo (entre 0 - 10 cm de profundidade) e de material vegetal, foram recolhidas
nas zonas mineiras de Neves-Corvo e Sdo Domingos. Para subsequente analise efetuaram-se
ainda recolhas de espécies horticolas, ou frutos, em Neves-Corvo (Citrus sinensis L. — Laranjeira,
Ficus sycomorus L. — Figueira, Solanum lycopersicum L. — Tomateiro, Cucurbita pepo L. —
Courgette e Phaseolus vulgaris L. — Feijoeiro). Paralelamente, em Sao Domingos, procedeu-se
a recolha de folhas de Cistus ladanifer, Eucalyptus globulus e Pinus pinaster.
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As amostras de solo foram desidratadas numa estufa (Jeio Tech OF-02P Forced Convection
Oven - 60L, Program type, Seul, Coreia-do-Sul), a 60° C, com ventilacdo, durante 3 dias (até
peso constante). As mesmas foram entdo peneiradas (indice granulométrico de 2 mm) para
obtencdo de uma fragdo de solo homogénea. O material vegetal recolhido nas zonas mineiras
foi colocado em tabuleiros e desidratado numa estufa (Jeio Tech OF-02P Forced Convection
Oven - 60L, Program type, Seul, Coreia-do-Sul), a 60°C, com ventilagao, durante 5 dias (i.e., até
peso constante). Apos secagem, as amostras foram separadas por diferentes érgaos da planta
(raiz, caule, folhas) e trituradas num moinho (M-450/SM-450C,MRC,Israel), obtendo-se uma

granulometria homogénea. As amostras foram entdo armazenadas em ambiente desidratado.

3.2. Ensaios piloto com Eucalyptus globulus e Eucalyptus nitens

3.2.1. Implementacéo do ensaio

As plantas da E. globulus (com cinco meses), e de E. nitens (com 11 meses) foram cedidas
pela empresa Altri Florestal S.A. (Figura 3.2) em Setembro de 2014. Os exemplares foram entéo
aclimatados ao ar livre, na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa
(38°66'06.07"N, 9°20'71.12"0), durante 4 meses, tendo sido expostos as condi¢des climatéricas
do local, ainda que com dotagéo de rega artificial.
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Figura 3.2 - Perspetiva geral relativa as condi¢des de crescimento da E. globulus e da E. nitens nos viveiros
Altri Florestal S.A., Portugal.

Os eucaliptos foram plantados em vasos de 5 litros, contendo 3 litros de substrato universal
SIRO (pH - 5,5 - 6,5, humidade — 50 — 60 %, condutividade - 0,6 - 1,2 CE, N — 80 - 150 mg L,
P20s - 80-150 mg L1, K20 - 300-500 mg L1, matéria organica > 70 %).

Apés aclimatacao, entre Setembro de 2014 e Janeiro de 2015 (Figura 3.3), nos vasos

procedeu-se a contaminacao do solo com uma solucdo de 100 mL de arsenito de sdédio
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(NaAsO3), usando para o efeito, duas concentragdes distintas de arsénio (100 mg As L* ou 200

mg As L), para além dos respetivos controlo (i.e., sem aplicacdo de arsénio).

Figura 3.3 — Ensaio piloto da Eucalyptus globulus (A) e Eucalyptus nitens (B) na Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (38°66'06.07"N, 9°20'71.12"0).

Cada lote era constituido por 24 plantas, enquanto que no caso das plantas controlo cada lote
tinha apenas 12 plantas.

Estes lotes foram designados: Plantas controlo (sem arsénio), Tratamento 100 (100 mg de
arsénio) e Tratamento 200 (200 mg de arsénio). Nos momentos T1 (Mar¢o de 2015), T2 (Maio
de 2015) e T3 (Julho de 2015), foram efetuadas recolhas de material (em triplicado) para
posterior analise. Ap6s a 12 colheita (T1), procedeu-se a nova contaminacdo do solo com as
mesmas concentracdes de arsénio e o mesmo volume de solugéo.

Durante o ensaio as plantas estiveram submetidas as condi¢bes climatoldgicas locais.
Segundo o Boletim Climatolégico Anual de 2015 para Portugal Continental (Instituto Portugués
do Mar e da Atmosfera, 2016), o ano de 2015 foi seco e quente. O valor médio da temperatura
média do ar foi de 15,99 °C, sendo o valor médio das temperaturas maximas e minimas de 21,85
°C e 10,12 °C, respetivamente. A precipitacdo total anual foi 599,6 mm, tendo os valores de
precipitacdo sido inferiores aos valores médios dos anos anteriores. Para os valores médios de
temperatura, registou-se um aumento da carga térmica (comparativamente aos anos anteriores).

As temperaturas medidas nas durante o periodo matinal (antes e depois das medi¢cdes das
trocas gasosas) apresentam-se na Tabela 3.1, tendo ocorrido um aumento significativo das
temperaturas nos meses de Maio e Julho.

Sempre que necessario, procedeu-se a rega de cada vaso com 300 mL de agua destilada,

usando para afericdo da humidade, uma sonda com um elétrodo especifico.
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Tabela 3.1 - Analise estatistica das temperaturas médias (°C) registadas nas medi¢des in vivo (trocas
gasosas e fluorescéncia da clorofila a nas E. globulus e E. nitens. Cada valor corresponde a média das
temperaturas efetivamente medidas (n=3;+ Erro Padrdo; p-value, no intervalo de confianca de 95 %).

Janeiro Marco Maio Julho
°C 23,3 + 1,70° 23,7 + 1,03° 32,9 = 2,512 325 + 1,352

3.2.2. Andlise de parametros de crescimento

A determinacao dos parametros de crescimento consideram a segunda folha mais jovem das
ramificagbes mais desenvolvidas, a um metro do solo e com exposi¢cdo a sudeste. As folhas
foram seccionadas no peciolo de 5 plantas de cada um dos tratamentos, por norma dois dias
antes da recolha, para determinacdo de parametros que implicam a destruicdo de material
vegetal.

O denominado LWR (Leaf Weight Ratio), considera a razdo entre peso seco foliar e peso
seco total, para determinar o investimento que a planta fez em biomassa foliar (face a biomassa
das estruturas caulinares e radiculares). Aferiu-se ainda a razdo da area foliar (LAR) que
corresponde a razéo da area foliar e o peso. Para avaliacdo da capacidade fotossintética das
plantas e das respetivas taxas de crescimento, efetuou-se ainda a determinacéo da area foliar.
Adicionalmente, foi ainda determinada a area folear especifica (SLA), que corresponde a relacéo
entre o aumento de superficie foliar e o respetivo ganho em peso, e que se expressa pela razdo
entre a area folear e o peso folear.

A taxa liquida de assimilagdo (NAR) e a taxa de crescimento relativo (RGR) consideraram as

seguintes equacoes:
RGR = (In Peso Secorota2 - IN Peso Secorotair) / (t2-t1)

NAR = (Peso SecOTotaiz - PeS0 Secototai 1/ t2-t1) (In Az- In Ax/ Az — As)

Considera-se que a NAR resulta da intercecao dos fatores ambientais (nomeadamente luz,
CO., temperatura, disponibilidade de adgua e nutrientes, idade das folhas), e traduz a eficiéncia
da planta na captura da luz, assimilacdo de CO2 e armazenamento de fotoassimilados. Assume-
se ainda que a variacdo da NAR pode diferir, nomeadamente, na arquitetura da copa e na
intercecdo da luz, atividade fotossintética das folhas e na respiracdo ou transporte de

fotoassimilados.
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3.2.3. Preparacdo e amostras de plantas para determinacfes analiticas

Na preparacdo das amostras adotaram-se trés tipos de procedimentos, tal como indicado na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Tipos de preparagdo das amostras para determinacdes analiticas.

Preparacao Métodos
Tipo | - Condutancia eletrolitica das folhas
_ - Quantificagéo do teor em clorofilas e carotenoides totais
Tol - Parametros fotossintéticos
) - Doseamento de elementos minerais
Tipo IlI

- Parametros colorimétricos

Na preparagdo das amostras tipo | (para determinacdo da condutividade eletrolitica),

utilizaram-se as segundas folhas mais jovens (com cerca de 0,20 g) de cada tratamento e
efetuou-se a respetiva insercdo em 20 mL de 4gua destilada. Os valores da condutividade foram
registados durante 3 horas, apdés a implementacdo do ensaio, recorrendo a um condutivimetro
(Portable Meters ProfiLine Cond 3110, Alemanha).
Na preparacdo das amostras tipo Il, efetuou-se uma rega nas 24 horas antecedentes para a
hidratacéo plena das plantas. Selecionou-se a segunda folha mais jovem das ramificagcbes mais
desenvolvidas, a um metro do solo e com exposicdo a sudeste. As folhas foram seccionadas no
peciolo.

No caso da preparacdo das amostras do tipo lll, antes da separagdo procedeu-se a
determinacdo da altura, contagem foliar e afericdo do didmetro do caule. Efetuou-se entdo a
separacao das folhas, ramos / caule e raiz, com pesagem subsequente (i.e., para determinagéo
do peso fresco) huma balanca de precisédo de 300 g / 0.001 g (Series 5153 Nahita, Auxilab,
Espanha); para as amostras superiores a 300 g utilizou-se uma balan¢a de 1200 g x 0.01 g de
auto calibracao (PS 1200/C2 Precision Scale Lab Radwag, Polénia). As raizes foram lavadas
para remocao das particulas de solo. O peso seco foi entdo determinado, mediante desidratacao
prévia, num forno com ventilagdo (Jeio Tech OF-02P Forced Convection Oven - 60L, Program
type, Seul, Coreia-do-Sul), a 60 °C, durante 5 dias (até peso constante). Seguiu-se a moagem
das amostras num moinho M-450/SM-450C - MRC (Israel).
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3.2.4. Quantificacao de elementos minerais

O doseamento de elementos minerais em amostras de solo e de estruturas vegetais (folhas de :
Citrus x sinensis L. — Laranjeira, Ficus sycomorus L. — Figueira, Solanum lycopersicum L. —
Tomateiro, Cucurbita pepo L. — Courgette e Phaseolus vulgaris L. — Feijoeiro e Cistus ladanifer,
Eucalyptus globulus, Eucalyptus nitens e Pinus pinaster, bem como, as raizes e caules de
Eucalyptus globulus e Eucalyptus nitens) foi efetuado segundo o modelo atémico de Bohr,
através da detecdo energética de eletr6es, segundo o espectro eletromagnético na gama dos
raios-X, com correspondéncia a uma base de dados, fornecida pela Niton Thermal Scientific. A
andlise foi efetuada com um analisador de raio - X (Niton Thermal Scientific, modelo XL3t,
Alemanha). A leitura ocorreu, apds emisséo de radiag¢do, durante 120 segundos, em atmosfera
enriquecida em hélio. Para cada amostra efetuaram-se trés leituras. Os resultados (quantificagdo
e andlises espectrais — Figura 3.4) foram tratados com recurso ao software NITON Data Transfer
— XL 3t-36653.
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Figura 3.4 - Exemplo de um espectro eletromagnético na gama dos raios - X realizado numa amostra de
solo.

22.00

Foram ainda realizadas andlises qualitativas e quantitativas as folhas detentoras de arsénio,
utilizando um sistema p - EDXRF (M4 TornadoTM, Bruker, Alemanha). Este espetrometro é
constituido por um tubo de raios - X, alimentado por um gerador HV de baixa poténcia, e por um
policapilar que faz com que o feixe de raios - X seja focado na amostra com um diametro de feixe
de 25 pm e, portanto, com uma elevada intensidade de radiacdo de excitacdo. A detecdo da
radiacao foi realizada com um detetor dispersivo em energia SDD, XFlash TM, com uma area
sensivel de 30 mm? e uma resolucao de energia de 142 KeV para as linhas Ka do manganés
(Mn).
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3.2.5. Quantificagcdo de pigmentos fotossintéticos

A gquantificacdo dos teores em Chl foi efetuada em amostras de folhas (ca. 30 mg em peso
fresco), mediante extracdo em acetona a 80 % em agua (v/v), de acordo com o método de
Lichtenthaler (1987). Apos centrifugacdo, a 5000 rpm, durante 10 min, a 25 °C, (com uma
centrifuga Hettich Universal 1200, Inglaterra), as absorvéncias dos sobrenadantes foram lidas a
663, 646,8 e 470 nm, recorrendo a um espectrofotémetro SPECORD® 50 PLUS (Analytik Jena,
Alemanha). As concentracdes dos diferentes pigmentos foram determinadas mediante aplicacédo

das seguintes formulas:

Chla ug g*=[(12,25 x Abs 663 nm) — (2,79 x Abs 646,8 nm)] x [V/(1000*PF)]
Chl b pg g*=[(21,50 x Abs 646,8 nm) — (5,10 x Abs 663 nm)] x [V/(1000*PF)]
Car pg g1=[((1000 x Abs 470 nm) — (1,82 x Chl a) — (85,02 x Chl b))/198] x [V/(1000*PF)]

Onde: Chl a, Chl b e Car séo, respetivamente, os teores de clorofila a, b e carotenoides totais; V

corresponde ao volume utilizado (mL) e PF ao peso seco do material homogeneizado (g).

3.2.6. Determinacgédo de parametros fotossintéticos

A taxa fotossintética liquida (Pn), condutancia estoméatica (gs), € a transpiracédo (Tr), foram
determinadas nas condic¢des climatéricas dominantes (entre as 10:00 - 11:00 h, em 5 plantas),
com um porémetro portatil CO2/H20 (Ciras-1, PP Systems, Hitchin, Inglaterra), com fornecimento
externo de CO2 de 390-400 pLCO: L e irradiagdo natural (ca. 1000 pmol m=2 s ).

A par das trocas gasosas, determinaram-se os parametros de fluorescéncia da clorofila a nas
mesmas folhas e condigBes climatéricas, recorrendo um fluorimetro PAM 2000 (H. Walz,
Effeltrich, Alemanha). A fluorescéncia minima da antena (Fo) e a eficiéncia fotoquimica méaxima
do PSII (Fv/Fm) foram determinados em folhas adaptadas ao escuro. Considera-se que Fo é a
emissado de fluorescéncia da molécula de Chl a excitada, antes do evento fotoquimico, com a
quinona A num estado oxidado, sendo determinado mediante a aplicagdo de luz com registo
espetral completo (<0,5 pmol m2s1). Assume-se que Fm corresponde a reducdo completa dos
aceitadores primarios do PSIl e ao total encerramento das “armadilhas” fotoquimicas do PSII.
Considera-se também que Fv/Fm representa a maxima eficiéncia fotoquimica do PSII, sendo
aferida com um impulso de luz actinica de 0,8 s, com ca. 6500 pumol m? s -1 (previamente
determinado como sendo saturante) (Ramalho et al., 2014).

Desta forma avaliaram-se: o gp, gn (Van Kooten e Snel, 1990), q. (Kramer et al., 2004), NPQ
(Adams et al., 1995), Y= ¢e, Ynro), Yno) (Klughammer e Schreiber, 2008), Fv'/Fm’ (Krupa et al.,
1993) e Fs/Fm' (Stirbet e Govindjee, 2011). Fo’, pardmetro necessario para determinacdo de
diversos parametros (gp, g., gn), foi obtido imediatamente apds se desligar a luz actinica, com
uma radiacdo fotossintética ativa (PAR) de 1000 pmol m2 s -1, em condicdes de estado

estacionario, anteriormente a primeira fase rapida da cinética de fluorescéncia de relaxamento
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no escuro. Fv'/Fm' representa a eficiéncia na conversao energética no PSIl a luz; gp e gL estima a
proporcado de energia capturada e canalizada para os eventos fotoquimicos, com base no
conceito de antenas do PSII isoladas (gp) ou interligados (q.); ETR representa a taxa de
transporte de electrdes, NPQ representa o quenching ndo fotoquimico, isto é, a dissipagdo
térmica fotoprotetora; ¢e) € a estimativa de rendimento quantico de transporte fotossintético de
eletr6es ndo-ciclico; Yoy consiste na estimativa do rendimento quantico associado a dissipacao
de energia ndo regulada, sob a forma de calor e fluorescéncia; Ynro) representa o rendimento
quantico de dissipacao de energia regulada no fotossistema Il (Kramer et al., 2004; Huang et al.,
2011) e Fs/Fm' é um indicador da taxa de inativagdo do PSIl (Stirbet e Govindjee 2011). A
fotoinibigdo cronica foi calculada como sendo a percentagem da redugdo de Fv/Fm no inicio da
manh@, relativo ao méximo anual de F./Fm, para cada espécie, a fotoinibicdo dindmica foi
calculada ao final da manh&, com a diminuicdo de Fv/Fm, correspondendo a fotoinibig&o total ao

somatario das fotoinigcdes crénica e dindmica (Werner et al., 2002).

3.2.7. Determinagé&o de parédmetros colorimétricos

A determinacdo dos parametros colorimétricos nas folhas da E. globulus e da E. nitens foi

realizada com um colorimetro CR — 400 (Konica, Minolta, Jap&o), colocando as amostras moidas
e homogeneizadas numa capsula, até completo preenchimento da mesma. A leitura foi efetuada
em triplicado e utilizando o iluminante Des. O equipamento foi previamente calibrado utilizando
as coordenadas Y = 85,50; x = 0,3185; y = 0,3356.
A leitura foi realizada, recorrendo ao sistema CIELab, e considerando as coordenadas
crométicas L*, a* e b*, que correspondem as cores visiveis ao olho humano, e separam a luz
ambiente ou luminosidade (L*) no eixo vertical, e a cromaticidade no eixo horizontal x / y (Figura
3.5.).

As diferengcas de cor entre duas amostras, AE, foram definidas através da avaliagdo da

distancia euclidiana entre dois pontos no CIE L* a* b* de espaco de cores.
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Figura 3.5 - Representacdo de um modelo de espago colorimétrico CIE L*a*b* ((A)

http://www.colourcoil.com/enewsvol3issue2/enews.htm.- Acedido em Abril de 2016, (B) adaptado de
http://www.techbriefs.com/component/content/article/ntb/tech-briefs/bio-medical/13285 - Acedido em Abril,
2016).

Estes trés parametros representam a luminosidade da cor (L*, L* = 0 rendimentos negros e
L*=100 indicam branco), a posi¢do entre o encarnado e o verde (a*, valores negativos indicam
verde, engquanto que valores positivos de a* indicam encarnado) e a posi¢cao entre o amarelo e

o azul (b*, valores negativos indicam azul e valores positivos indicam amarelo).

3.2.8. Tratamento estatistico

Utilizou-se o software IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) para efetuar o tratamento
estatistico dos dados. O teste paramétrico utilizado foi a ANOVA two ways e para verificar e
comparar as médias recorreu-se ao teste de Tukey. Os pressupostos utilizados para os testes
estatisticos foram sempre idénticos ao longo do trabalho: a influéncia do arsénio ao longo do
tempo (a, b ou ¢) e a influéncia do arsénio entre os diferentes grupos de tratamentos (r, s ou t).
A letra “a” ou “r’ corresponde ao maior valor. O coeficiente de correlagdo de Pearson, também
chamado de "coeficiente de correlacdo produto - momento”, foi usado para aferir o grau da
correlacao (e a direcdo dessa correlacdo - se positiva ou negativa) entre duas variaveis de escala

métrica. O grau de confianca utilizado foi de 95%.
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4.Resultados e Discussao

4.1. Regides mineiras - Contaminacao em solos e plantas

4.1.1. Mina de Neves-Corvo

Os teores médios de arsénio nos diferentes locais de amostragem (42 locais em solo agricola
e 2 locais de utilizacdo residencial), na zona envolvente ao couto mineiro de Neves-Corvo
(37°34'13,5"N, 7°58'19,1”0) (Figura 4.1), oscilaram entre 6,8 - 87,0 ug g1, com mediana e média
das amostras de solo agricola (n = 42) correspondendo a 23,2 e 28,3 ug g, respetivamente
(Tabela 4.1). A percentagem de amostras de solo agricola que excederam o limite adotado pela
APA (2015) correspondeu a 86 % (n = 42). Adicionalmente, considerando os 44 pontos, verificou-

se que a mediana e a média correspondem a 26,2 e 29,6 ug g, respetivamente (Tabela 4.1).

PORTUGAL

Figura 4.1- Imagem da area mineira com indicando as 44 pontos de amostragem, na zona mineira de Neves-
Corvo (37°34'13,5"N, 7°58'19,170).
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Tabela 4.1 - Teores de arsénio relativos a 44 pontos de recolha de solo na regido da mina de Neves-Corvo.

Amostragem As (ug g?) Minimo Maximo Média Mediana
44 pontos / Total 6,80 87,0 29,6 26,2
42 pontos / solo agricola 23,2 28,3

No caso de solos de zonas urbanas, ou residenciais (n = 2), as concentracdes de arsénio
(Tabela 4.2), estdo acima do valor limite fixado pela regulamentacao de Ontario (Ontario Ministry
of the Environment, 2011) para uso residencial, industrial ou comercial (Tabela 4.3),

regulamentacao que é igualmente adotada pele Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA, 2015).

Tabela 4.2 - Teores médios de arsénio referentes a duas zonas urbanas circundantes a mina de Neves-
Corvo.

Elemento A-do-Corvo Neves-da-Graca
As (ug g 87,0 27,3

O solo recolhido na aldeia de A-do-Corvo, localizada a nordeste da mina (37°57'87.91"N,
7°96'44.05"0), e a cerca de 100 m da rede que delimita o complexo mineiro (Figura 4.2),

ultrapassa, em cerca de 5 vezes, o limite maximo indicado para o uso residencial (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Limites passiveis de intervengdo e monotorizac¢éo, de acordo com a APA (2015).

Uso residencial, industrial,
Elemento Uso agricola comercial, propriedade comunitaria

As (ug gt 11 18

O solo recolhido na aldeia de Neves-da-Graca, a sudoeste da mina (37°56'91.12"N,
7°98'13,21"0), que se encontra a 500 metros, também excede o limite maximo, em cerca de 1,5
vezes. Aponte-se, contudo, que estes valores sdo superiores aos registados anteriormente por
Batista (2003) e Grimes e Carvalho (1994).
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Mineira de Neves e

Figura 4.2.- Mapa do complexo mineiro de Neves-Corvo, com as localidades de A-do-Corvo e Neves da
Graga (www.maps.google.com - Acedido em Abril de 2016).

Para avaliar o possivel risco para a salde publica, decorrente da ingestdo de produtos
horticolas ou frutos recolhidos em solos com valores de metais acima do valor limite fixado pela
regulamentacao de Ontario (Ontario Ministry of the Environment, 2011) (As — 27,4 + 1,53 ug g%;
Cu-166 + 6,09 ug g*; Pb — 29,6 + 3,03 ug g*; Zn —115,8 £ 5,97 ug g*; pH - 6,43 £ 0,10; EC -
414 + 1,15 uS/cm; carbonatos — 17,6 %; matéria organica — 5,75 %; areia - 43,4 %; argilas — 11,5
%,; silte — 21,75 %), determinou-se a concentracdo média de arsénio, cobre, chumbo e zinco em
produtos hortofruticolas recolhidos a 600 metros a sul da mina de Neves-Corvo (Tabela
4.4, Tabela 4.5) (37°39'36.2”N, 7°30'18.970).

Tabela 4.4 - Teores de As, Cu, Pb e Zn em folhas de diversas espécies recolhidas a cerca 600 metros da
mina de Neves-Corvo.

Folhas As (g g7) Cu (ug g7) Pb (ug g?) Zn (W9 g")
Laranjeira 17,5b = 2,27 97,3b + 9,87 315b + 6,36 362a = 43,0
Laranjeira * 9,6la + 1,07 74,9ab + 10,3 15,7a + 2,23 291a + 35,7
Figueira 18,1b = 2,17 76,7b + 5,72 33,7b + 2,14 371b + 6,96
Figueira * 11,7a + 1,53 44,7a + 4,38 14,1a + 1,43 377a + 6,16
Tomateiro 12,6a * 1,50 103a + 13,1 18,4a *= 3,06 441a * 40,2
Tomateiro * 124a = 2,77 102a + 5,85 178a = 241 427a = 79,3
Courgette 7,68a + 1,68 40,5b + 5,87 10,5a + 1,64 275b *+ 6,57
Courgette * 5,12a + 1,64 32,3ab + 5,89 10,3a + 1,68 281b + 6,72
Feijoeiro 7,63a + 1,69 46,3a + 6,04 10,5a = 1,67 308b + 6,96
Feijoeiro * 9,17a = 1,86 44,3a * 6,91 9,07a = 1,77 286a + 7,37

* Folha previamente lavada por agua bidestilada.
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Tabela 4.5 - Teores de As, Cu, Pb e Zn na parte edivel de frutos recolhidos a cerca de 600 metros da mina
de Neves-Corvo (n.d. — abaixo do limite de detecéo).

Frutos As (ug g7) Cu (Mg g") Pb (ug g% Zn (ug g%
Laranja 212 = 3,85 6,38 = 142
Figo 27,2a + 521 52,4b + 5,77
Tomate n.d. 10,6 * 5,10 n.d. 25,8 = 3,18
Courgette 21,7a + 6,38 419a * 4,76
Feijao-verde 36,0 + 4,36 57,6 = 5,10

Para andlise comparativa e de retrocontolo, a 3 Km a sul (37°54'92.12"N, 7°96'32.81"0),
procedeu-se a recolha de folhas e frutos de laranjeira, figueira e courgette (Tabela 4.6Tabela
4.7).

Tabela 4.6 - Teores de As, Cu, Pb e Zn em folhas de diversas espécies localizadas a 5 km da mina de
Neves-Corvo (n.d. — abaixo do limite de detecéo).

Folhas Controlo As (ug g?h) Cu (ug g?h) Pb (ug g}) Zn (ug g}
Laranjeira 2158 + 495 28,3a + 5,58
Laranjeira * 28,0a + 7,46 37,3a + 3,46
Figueira 31,8a * 4,06 54,1a + 5,30

o n.d. n.d.

Figueira * 354a =+ 6,43 54,4a + 5,23
Courgette 242a + 8,74 107a + 8,00
Courgette * 25,0a = 6,02 109a + 10,7

* Folha previamente lavada por 4gua bidestilada.

Tabela 4.7 - Teores de As, Cu, Pb e Zn na parte edivel de frutos de diversas espécies localizadas cerca de
5 km da mina de Neves-Corvo (n.d. — abaixo do limite de detecao).

Frutos / Vegetais Control As (ug g?h Cu (ug g?h) Pb (ug g}) Zn (g g}
Laranja n.d. n.d.
Figo n.d. 29,8a + 5,03 n.d. 409a * 5,68
Courgette 25,0a = 7,79 40,52 * 6,42

Nas amostras foliares recolhidas 600 metros a sul da mina de Neves-Corvo (Tabela 4.4),
foram detetados elevados niveis de arsénio. Contudo, a simples lavagem com agua bidestilada
das folhas de laranjeira e figueira removeu quantidades consideraveis de arsénio (45 e 35 %,
respetivamente). Por oposicao, apés lavagem com agua bidestilada, as folhas do tomateiro,
courgette e feijoeiro apresentaram teores de arsénio proximos da pré-lavagem. Estes dados
apontam, para a dispersdo do contaminante a nivel da atmosfera e, consequente, deposi¢cédo
superficial na biota, que no caso das folhas da laranjeira e figueira pode ser facilmente lixiviado
pela agua da chuva. Porém, as folhas das plantas anteriormente citadas, também contém no
respetivo mesoéfilo / vasos xilémicos e floémicos concentracdes de arsénio resultantes da

absorgéo e posterior translocagdo para esse 6rgdo. Ressalve-se ainda que os tricomas foliares
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podem dificultar a remocao do contaminante por lixiviagdo, pois poderao constituir um obstaculo
a andlise de potenciais diferenciacdes entre a concentracédo superficial e estrutural. Note-se
ainda que, ndo foi possivel detetar arsénio ou chumbo na parte edivel dos frutos, ndo subsistindo
assim um risco de saude publica. Contudo, os teores de chumbo nas folhas do feijoeiro e da
figueira na fase de pré-lavagem situaram-se entre 10,5 e 33,7 ug g, respetivamente. Aponte-se
ainda que o teor de chumbo removido das folhas apdés lavagem com agua bidestilada,
correspondeu a 50 % e 58 % nas folhas da laranjeira e figueira, respetivamente. Nas folhas das
restantes espécies ndo subsistiram diferencas substanciais nas concentracées de chumbo (nas
fases pré e pos lavagem). No caso do cobre constatou-se uma lixiviacdo de 23 % e 42 % nas
folhas de laranjeira e figueira, respetivamente. Considerando os teores de zinco, entre folhas
lavadas ou ndo, a maior diferenca foi de 20 % na laranjeira.

Por oposigdo, a 5 km da mina, em solos de referéncia (As — 7,81+ 1,35 uygg*; Cu—-12,9 +
3,22 yg g% Pb-50+1,33 ug g% Zn—-39,8 + 3,0 ug g*; pH - 6,30 £ 0,06; EC - 347 = 7,45
uS/cm; carbonatos — 8,75 %; matéria organica — 9,90 %; areia - 17,7 %; argilas — 25,8 %; silte —
37,85 %), ndo se detetou arsénio e chumbo nas folhas ou frutos da laranjeira, figueira e courgette.
Neste caso, a acumulacdo de cobre e zinco nas folhas lavadas ou néo, da laranjeira, figueira e
courgette ndo variaram de forma substancial. Kabata-Pendias e Pendias (1985) estipula limites
de toxidade para o arsénio, cobre, chumbo e zinco nas folhas das plantas a partir de 5, 20, 30 e
300 ug g1, respetivamente. Assim, considera-se que apos estes valores as espécies vegetais
poderdo sofrer danos, porventura irreversiveis na maquinaria fotossintética, evoluindo entédo
défices na mobilizacédo de fotoassimilados para a planta, que no limite poderédo determinar a sua
senescéncia (i.e., face ao ponto de compensacéo fisioldgico). Neste contexto, aponte-se que no
caso de vegetais e frutos cultivados na zona mineira de Baia Mare (Roménia), a excessiva
concentracao de cadmio, chumbo, cobre e zinco, considerando os limites maximos admitidos,
determinaram uma restricdo no consumo para evitar um risco potencial para saude publica
(Roba et al., 2016). Acresce ainda que Zhuang et al. (2009), face a zona mineira de Dabaoshan
na China, também referiram que concentracfes elevadas dos mesmos contaminantes em
campos e jardins, e que ultrapassaram os limites maximos estipulados para solos agricolas na
China, teriam implicacbes diretas na respetiva acumulacdo em culturas, especificamente no

arroz, que tem tendéncia para acumular cadmio e chumbo ao nivel do grao.

4.1.2. Mina de Sdo Domingos

Na zona mineira de Sdo Domingos (37°67'59.02"N, 7°50°16,96"0) recolheram-se amostras
de solo, em 2 estratos distintos (0 - 5 e 5 - 10 cm de profundidade), em plantas do género Cistus

spp., Pinus spp. e Eucalyptus spp, presentes nesses locais (Figura 4.3; Tabela 4.8).
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Figura 4.3 - Teor de As, Cu, Pb e Zn no solo circundante da mina de S&o Domingos.

Verificou-se que na zona mineira de S&o Domingos os teores de arsénio sdo muito superiores
aos de Neves-Corvo, situando-se dentro dos limites anteriormente apontados (71 - 2000 ug g1)
por Batista et al. (2012a) e Alvarenga et al. (2014a). Nas folhas de véarias espécies vegetais da
regido da mina de Sdo Domingos, a quantificacdo dos teores de arsénio, cobre, chumbo e zinco
também revelou variagBes apreciaveis (Tabela 4.8). No caso das folhas da esteva (Cistus
ladanifer) e do pinheiro bravo (Pinus pinaster), os teores de arsénio superaram o limiar maximo
de toxidade apontado por Kabata-Pendias e Pendias (1985), situagdo que também foi apontada
por Tavares et al. (2009) e Marquez - Garcia et al. (2012). Nas folhas da esteva, em se obtiveram
maiores valores de arsénio, os teores de cobre e chumbo foram também superiores ao limiar
maximo referido por Kabata-Pendias e Pendias (1985). As folhas das duas E. globulus
analisadas, apresentaram também valores de cobre acima dos referidos com méaximos. Em todas
as espécies, 0s niveis de zinco registados na folhas ficaram abaixo do limite de toxicidade

considerando por Kabata-Pendias e Pendias (1985).

Tabela 4.8 - Teores de alguns elementos contaminantes em folhas de espécies vegetais localizadas na
zona de S&o Domingos (n.d. — abaixo do limite de detegéo do aparelho).

Folhas As (ug g?) Cu (g g™) Pb (ug g?) Zn (ug g
Cistus ladanifer 8,86 + 1,74 n.d. 13,3 + 1,67 202 + 5,56
Pinus pinaster 22,3 + 1,67 n.d. n.d. 56,2 + 3,49

Eucalyptus globulus n.d. 38,5 + 4,90 n.d. 121 + 4,16
Cistus ladanifer 17,1 £ 2,26 22,3 + 527 32,7 = 2,17 246 + 5,98
Eucalyptus globulus n.d. 30,9 = 4,99 n.d. 69,2 + 3,54
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4.2. Ensaios de fitorremediacao — Interacdes entre o arsénio e o Eucalyptus

SpPP.

4.2.1. Aspectos fenolégicos interespecificos

A afericdo da capacidade das espécies do género Eucalyptus, para eventual utilizagdo em
sistemas de fitorremediacdo, nomeadamente em regides mineiras contaminadas com arsénio,
deve considerar ndo s6 os niveis deste elemento no substrato, mas também as condi¢des
edafocliméticas das regifes. Neste enquadramento, procedeu-se & instalacdo de um sistema
piloto na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, em que se
assumiram como referenciais de contaminacéo, os niveis de arsénio quantificados nos solos da
regido mineira de Neves-Corvo. Assim, obteve-se um valor médio de 29,6 ug g de arsénio que
serviu de base para a definicdo da concentracdo deste elemento a utilizar por Kg de solo em
ambiente confinado (Tabela 4.1).

Durante o periodo de aclimatagdo do sistema piloto, implementado na Faculdade de Ciéncias
e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa (entre Setembro de 2014 e Janeiro de 2015 - Figura

3.3), as plantas (E. globulus e E. nitens) apresentaram um crescimento substancial (Figura 4.4).

Figura 4.4 - Estado fenolégico da E. globulus (A) e da E. nitens (B), em Dezembro de 2014, nas instalacdes
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa.

Nestes ensaios, apds contaminacdo com arsénio, (Janeiro de 2015), as plantas,
independentemente das concentracdes de arsénio aplicadas, em T1 (Marco de 2015) ainda ndo

revelavam qualquer sintomatologia visivel (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - E. globulus (A) e E. nitens (B), em Marco de 2015 (T1), apresentando um estado fenol6gico
caracteristico da época do ano (i.e., novas folhas e ramos), nas instala¢cdes da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa.

Em T2 (Maio de 2015), independentemente das concentra¢des de arsénio aplicadas no solo,
a coloracdo das folhas jovens das plantas distinguia-se facilmente e j4 ndo surgiram novos

ramos. Paralelamente, as folhas mais velhas comecaram a sofrer abscisao (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Alguns aspetos relativos ao estado fenoldgico da E. globulus (A) e da E. nitens (B), no final de
Maio de 2015 (T2), nas instala¢des da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa.

Os sintomas detetados em Maio de 2015 persistiram até ao final de Julho de 2015 (T3) (Figura
4.7), tendo cessado por completo o crescimento das duas espécies, independentemente da

concentracdo de arsénio aplicada no solo.
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Figura 4.7 — Estado fenoldgico da E. globulus (A) e da E. nitens (B) no final de Julho de 2015 (T3), nas
instala¢des da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia / Universidade Nova de Lisboa.

4.2.2. Translocagéo e acumulacgao de arsénio

No decurso do periodo experimental, nas instalacdes piloto da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa, ndo ocorreram alterages significativas nas
concentracdes de arsénio no solo dos vasos contendo E. globulus. No entanto, foram detetadas
diferencas significativas na concentragdo de arsénio no solo entre tratamentos para esta espécie
(Figura 4.8 - A). Verificou-se ainda uma correlacdo de Pearson muito significativa entre os
tratamentos e os niveis de arsénio no solo (0,89; p-value no intervalo de confianca de 99 %).

No solo das plantas E. nitens, em T2, observou-se um aumento significativo nas
concentracdes de arsénio, para os dois tratamentos. Porém, estes teores diminuiram de modo
significativo em T3, nos solos contaminados com 100 mg de arsénio (Figura 4.8.- B). O aumento
significativo dos valores de arsénio em T2 poderd ter decorrido de uma retificagdo da
concentracao e nova aplicagcao de arsénio no solo. Embora se tenham evidenciado diferencas
de concentracdes entre tratamentos, apenas em T3 estas foram significativas. Aponte-se
contudo que as amostras de solo retiradas dos vasos para analise, foram colhidas no respetivo

estrato superficial, aspeto que decorreu da necessidade de ndo afetar as raizes das plantas.
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Figura 4.8 - Teor médio de arsénio no solo da E. globulus (A) e da E. nitens (B), (+ Erro Padréo; p-value,
no intervalo de confianca de 95 %), ao longo do periodo experimental. O solo das plantas controlo ndo
apresentou arsénio, ndo tendo sido, por este motivo, incluido nos graficos.

Tratamentos: M 100 mg de As, ™ 200 mg de As.

No decurso do ensaio piloto, as raizes de E. globulus, no tratamento 200, apresentaram um
aumento significativo em T2, face a T1, ainda que apenas ap6s a retificacéo dos niveis de arsénio
no solo. As diferencas de concentracdo de arsénio nas raizes entre tratamentos foram
significativas (Figura 4.9 - A) predominando no tratamento 200. Verificou-se ainda uma
correlacdo de Pearson muito significativa entre os tratamentos e os niveis de arsénio na raiz
(0,90; p-value, no intervalo de confianca de 99 %) e os niveis de arsénio no solo (0,76; p-value,
no intervalo de confianca de 99 %).

Observou-se, ao longo do ensaio, que as raizes da E. nitens ndo apresentaram diferencas
significativas na concentracédo de arsénio. No entanto, entre os dois tratamentos subsistiram
diferencas significativas na concentracé@o de arsénio nas raizes (Figura 4.9 - B), com predominio
no tratamento 200. Verificaram-se ainda correlagées de Pearson muito significativas entre a
concentracdo de arsénio nas raizes da E. nitens e os diferentes tratamentos (0,72; p-value, no
intervalo de confianca de 99 %), bem como entre os teores de arsénio no solo e as concentracdes
nas raizes (0,80; p-value, no intervalo de confianga de 99 %). Considerando o delineamento
experimental da instalac&o piloto, os resultados apontam para um sinergismo entre o teor de
arsénio no solo e a subsequente mobilizacéo pelas raizes das plantas. Resultados semelhantes
foram apresentados com arsénio por Ozturk et al. (2010), Hoffmann e Schenk (2011) e Austruy
et al. (2013). King et al. (2008) também relataram que as espécies E. cladocalyx, E. melliadora,
E. polybractea e E. viridis apresentam igualmente um sinergismo entre a reten¢&o de arsénio na

zona da rizosfera e o teor de arsénio no solo.
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Figura 4.9 - Teor médio de arsénio na raiz da E. globulus (A) e da E. nitens (B), (+ Erro Padréo; p-value,
no intervalo de confianca de 95 %) ao longo do periodo experimental. O solo das plantas controlo ndo
apresentaram arsénio, nao tendo sido, por este motivo, incluido nos graficos.

Tratamentos: M 100 mg de As, ™ 200 mg de As.
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Analises feitas por espetrofotometria (sistema y — EDXRF) em trés pontos da raiz de
Eucalyptus spp., no tratamento 200, em T3, e também no formato de pastilhas compactada
(Figura 4.10), confirmam que o arsénio se encontrava na raiz desta espécie (Tabela 4.9). No
caule, tal como verificado por Hoffmann e Schenk (2011), constatou-se que 0s teores de arsénio
foram residuais (i.e., inferiores a 5 ug g1) para a E. globulus, em todas as amostras e ao longo
de todo o periodo do ensaio (ainda que na E. nitens os teores de arsénio tenham excedido esses
limites) (Tabela 4.10). Tal como apontado por King et al. (2008), também os teores de arsénio
nas folhas revelaram uma tendéncia similar a do caule, em todos os tratamentos e ao longo do
periodo de ensaio (Figura 4.11; Tabela 4.11). Portanto na E. globulus, os valores obtidos foram
inferiores aos limites de toxicidade (5 - 20 pg g*) referenciados por Kabata-Pendias e Pendias
(1985). Paralelamente, nas folhas da E. nitens também se verificaram teores de arsénio acima
do limite de toxicidade, no tratamento 200, em T3 (Figura 4.11;Tabela 4.10, Tabela 4.11).

Figura 4.10 - Analises espetrofotométrica, utilizando o sistema p — EDXRF, na raiz da E. nitens, em
amostras do tratamento 200, colhidas em T3. As figuras A, B, C correspondem a raiz parcialmente isenta
de suber, com a suberizagdo e na forma de pastilha, respetivamente.
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Tabela 4.9 - Valores de arsénio (ug g*) nos varios pontos da raiz da E. nitens.

Imagem A Imagem B Imagem C
Ponto 1 10,6 19,4 44,8
Ponto 2 28,3 11,4 23,1
Ponto 3 16,2 10,2 5,80

Tabela 4.10 - Teores médios de arsénio no caule e nas folhas da E. nitens, aos 6 meses (T3), no tratamento
200 (determinagao por espetrofotometria efetuada com o sistema portatil de XRF).

Caule 7,22 + 111 uygAsg™!
Folhas 948 + 222ugAsg!

E. nitens

Figura 4.11 - Andlise por espetrometria (com recurso ao sistema py — EDXRF), de uma folha da E. nitens,
do tratamento 200, em T3.

Tabela 4.11 - Teores de As na folha da E. nitens, do tratamento 200, em T3 (determinagdo por
espetrofotometria efetuada com o sistema y — EDXRF).

As (ug g™)
Ponto 1 8,89
Ponto 2 9,90
Ponto 3 7,00
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4.2.3. Acumulacéo total de arsénio

O produto entre os teores de arsénio aferidos na raiz de uma estrutura vegetal e o respetivo
peso seco traduzem a acumulacgédo total de arsénio deste 6rgédo. Neste enquadramento aponte-
se ainda que os teores de arsénio no caule e nas folhas foram residuais (exceto na E. nitens,
tratamento 200). Constatou-se assim, nas duas espécies, um aumento da acumulacao total de
arsénio nas raizes entre T1 e T2. Porém, na E. globulus néo subsistiram diferencas significativas
entre tratamentos, assim como ao longo do tempo, (Figura 4.12 - A). No entanto, no tratamento
200, na E. nitens o0 aumento da acumulacéo de arsénio na raiz foi significativamente diferente
entre T1 e T2, ndo existindo diferengas significativas entre tratamentos (Figura 4.12 - B).
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Figura 4.12 - Acumulacgéo total de arsénio nas raizes da E. globulus (A) e da E. nitens (B) (+ Erro Padréo);
(p-value, no intervalo de confianca de 95 %) ao longo do periodo experimental. As plantas de controlo
ndo apresentaram arsénio na raiz, ndo tendo, por este motivo, sido incluidas nos gréaficos. A acumulagéo
total nas raizes resulta da multiplicacdo da biomassa total pela concentracdo de arsénio.

Raiz (g, peso seco), u Acumulagéo total de arsénio (mg)

4.2.4. indices de permeabilizagéo seletiva foliar

A nivel tecidular, numa espécie vegetal, a condutancia eletrolitica correlaciona-se diretamente
com a seletividade membranar dos eletrélitos (Ketchie et al., 1972), permitindo aferir a acao direta
ou indireta de um fator de stress. Neste enquadramento, na E. globulus verificou-se, um aumento
da taxa da condutancia eletrolitica nas plantas controlo e no tratamento 100 de T1 para T2,
diminuindo ap6s este periodo (Tabela 4.12). No tratamento 200, registou-se 0 comportamento
inverso. Os valores minimos e maximos foram registados no tratamento 100 e 200, ambos em
T3, respetivamente. Aponte-se ainda que no tratamento 200, em T3, registaram-se valores 5,6

vezes superiores face aos obtidos nas plantas do controlo.
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Na E. nitens, denotou-se, em todos os tratamentos, uma diminuicdo da taxa de condutancia
eletrolitica de T1 para T3 (com excec¢do do tratamento 200). Os valores minimos e maximos
foram registados no tratamento 100 (em T3) e 200 (em T1), respetivamente. De salientar também
as diferengas do tratamento 200 relativamente ao controlo, em T1 e T3, que registaram aumentos
1,5 e 2,8 vezes, respetivamente (Tabela 4.12). Refira-se ainda que os decréscimos na
condutancia eletrolitica da E. nitens, ao longo do tempo, eventualmente também poderéo ter
decorrido do fator sazonal. No entanto, as diferencas entre o tratamento 200 e o controlo poderéo

evidenciar alguns sinais da acumulacédo de arsénio nas folhas.

Tabela 4.12 - Condutancia eletrolitica nas folhas da E. globulus e da E. nitens, ao longo do periodo

experimental.

Tratamentos uSm cm 1 g1 peso fresco)

T1 T2 T3
0 0,422 1,452 0,283
E. globulus 100 0,397 0,722 0,164
200 0,566 0,320 1,576
0 0,576 0,247 0,197
E. nitens 100 0,662 0,185 0,183
200 0,895 0,467 0,554

4.2.5. Mobilizacao e acumulacdo de nutrientes e interacdo com o arsénio

A cinética de mobilizacdo e acumulagédo de alguns elementos minerais ocorre de forma
diferenciada ao longo do desenvolvimento vegetativo das plantas. No &ambito dos
macronutrientes, reconhece-se a interacdo antagonica relativa & acumulacéo do célcio, e do
arsénio (Chou et al.,, 2016). Equacionando a acumulagdo de micronutrientes, destaca-se a
interacdo do ferro com o arsénio. Neste caso, pode ocorrer a precipitagdo deste elemento,
envolvendo a formagédo de placas nas raizes e, subsequentemente, a diminui¢cdo da absorgéo
de arsénio (Garnier et al., 2010). Acresce ainda que alguns estudos também sugerem que os
niveis elevados de arsénio no solo podem afetar a cinética e a acumulacdo de outros

micronutrientes, nomeadamente do zinco (Jung et al., 2015).
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4.2.5.1. Célcio

As concentracdes de célcio quantificadas neste estudo, independentemente dos tratamentos
e periodos experimentais sao superiores a concentracao reportada por Raven et al. (2005) para
tecidos vegetais (i.e., 0,5 %), aspetos que poderao decorrer de variagdes edafoclimaticas e / ou
de caracteristicas especificas dos genétipos.

Na E. globulus, o tratamento controlo a apresentou teores minimos e maximos de célcio, no
caule em T1 (2,51 %) e nas folhas em T3 (4,29 %), respetivamente. No tratamento 100, os
valores minimos e maximos de calcio foram encontrados no caule (em T1 — 3,01 %) e nas raizes
(em T3 4,29 %). Relativamente ao tratamento 200, os teores variaram entre 2,07 % (no caule,
em T1) e 4,35 % (nas folhas, em T3) (Figura 4.13 - 1A, 2A, 3A). Na E. nitens, as folhas (em todos
0s tratamentos) apresentaram os teores mais baixos em T1 (1,33 %, 1,23 % e 1,33 %, para
controlo, tratamento 100 e 200, respetivamente). Ainda nesta espécie, o tratamento controlo e
200 apresentaram os teores maximos de Ca na raiz (em Tl — 3,89 % e T3 — 3,41 %,
respetivamente), enquanto que no tratamento 100, os teores mais elevados ocorreram no caule
(em T2 — 4,19 %) (Figura 4.13 - 1B, 2B, 3B).

Nas duas espécies, as concentracfes de calcio estdo acima dos intervalos definidos por
Foelkel (2011), para o género Eucalyptus, que reporta teores nas folhas e raizes oscilando entre
0,4 — 1,0 %, e entre 0,08 — 0,15 %, respetivamente. Este autor salienta ainda que é no ritidoma
do eucalipto que se encontram habitualmente as concentragfes mais elevadas (com valores que
poderao oscilar entre 0,8 — 3,5 %).

O célcio é essencial para a constru¢do da parede celular de novas células, principalmente na
lamela média, assegurando ainda o normal funcionamento da membrana celular, e atuando
como mensageiro da planta, face a diferentes variagdes do meio ambiente (Zeiger e Taiz, 1998).

O solo utilizado para as diferentes culturas apresentou concentragdes de calcio que variavam
entre um minimo de 4,27 % e um maximo de 5,65 %, tendo-se assim garantido uma eficiente
absor¢do de arsénio pelas raizes da E. globulus e da E. nitens. De facto aponte-se que a
imobilizacdo do arsénio em solos contaminados pode ser conseguida através da aplicacdo de
peréxido de célcio (Chou et al., 2016). Como exemplo refira-se ainda, a correcdo de solos da
planicie do sudoeste de Taiwan com diferentes concentracfes de Ca02(0,38, 0,76 e 1,52 mg ha
1), que permitiu reduzir significativamente as concentracdes de arsénio nas raizes de diferentes
espécies integrantes da dieta alimentar. A aplicacdo de 1,52 mg CaO: halfoi a que obteve
melhores resultados tendo-se verificado uma reducédo de 49,4 %, 75,4 %, 69 % e 69,5 % nas
raizes de Raphanus sativus, Lactuca sativa, Brassica rapa e Lactuca sativa, respectivamente.
Acresce que tratamentos com arsénio parecem ter um efeito sinergistico na acumulagdo de
célcio nas raizes de Wrightia arborea (Kumar et al., 2015) e nas raizes e folhas de Zea mays
(Mallick et al., 2011). Contudo, na raiz da E. globulus, no tratamento 200 ug As g, prevaleceu
um efeito antagdnico na absor¢cdo de calcio em T1 (Figura 4.13 -1A). Situacdo semelhante foi
verificada em relagédo as raizes da E. nitens, embora neste caso particular se tenha detetado

uma diminuicdo nas concentracdes de célcio nas raizes no momento T1 (para ambos os
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tratamentos), seguida de um incremento nos momentos T2 e T3. Alids, na E. nitens, as
concentracdes de calcio em T2 e T3 nao foram significativamente diferentes para um nivel de
significancia de 95 % (Figura 4.13 - 1B).

No caule, da E. globulus, os teores de célcio ndo apresentaram diferencas significativas ao
longo do tempo. No entanto, entre o controlo e o tratamento 100 em T1, as diferengas
significativas detetadas, sao insuficientes para justificar o efeito antagénico do arsénio sobre o
célcio no caule (Figura 4.13 - 2A). Na E. nitens, as diferencas significativas entre tratamentos em
T1 e T2 também néo se confirmaram em T3 (Figura 4.13 - 2B).

Equacionando cumulativamente a acumulacdo de célcio nos diferentes 6rgaos (raiz, caule e
folhas) da E. globulus e da E. nitens constatou-se que a taxa de absorg&o radicular em todos os
tratamentos persiste sistematicamente inferior a taxa de translocacado para a parte aérea, o que
parece sugerir uma auséncia de qualquer tipo de interacdo entre os mecanismos associados a

regulacéo da absorcéo e translocacdo envolvendo o célcio e o arsénio.
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Figura 4.13 - Teor médio de célcio na raiz (1), no caule (2) e nas folhas (3), (+ Erro Padrao; p-value, no
intervalo de confianga de 95 %), na E. globulus (A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.
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4.2.5.2. Potassio

Nas raizes da E. globulus e da E. nitens, e nos tratamentos 100 e 200, em T3, ndo se
evidenciou qualquer efeito antagonico na absor¢ao de potassio com as concentragdes do arsénio
nas plantas, embora se tenha observado que ao longo do periodo experimental as concentragdes
nas raizes decresceram entre T1 e T3 (exceto no tratamento 200 e no controlo da E. globulus e
E. nitens, respetivamente). Aponte-se ainda que na E. nitens, em T3, se detetaram os valores
mais baixos (0,92 %, 0,87 % e 0,93 %, para as plantas controlo, tratamento 100 e 200
respetivamente), na E. globulus, no mesmo periodo os valores foram ainda mais baixos (0,53 %,
0,64 % e 0,73 % para plantas controlo para as plantas controlo, tratamento 100 e 200,
respetivamente) (Figura 4.14 -1A, 1B).

Na maioria dos casos, as concentragcfes nos caules da E. globulus e da E. nitens ndo variaram

significativamente ao longo do tempo; os valores médios dos caules foram superiores aos
observados nas raizes, mas inferiores aos das folhas (Figura 4.14 — 2A, 2B).
Em todos os tratamentos, as folhas de E. nitens apresentaram teores de potassio superiores a 2
% (mas inferiores a 3 %), muito acima dos valores definidos por Foelkel (2011), para o género
Eucalyptus, que prop&e oscilarem entre 0,5 — 1,2 %, ou ainda a concentragcdo considerada
adequada (1 %) para tecidos vegetais (numa base de peso seco) por Raven et al., (2005) (Figura
4.14 - 3B). Assim, considerando a a¢do do potassio no balanc¢o iénico, 0s nossos resultados tal
como antes sugerido por Tu e Ma (2005) sugerem que, o aumento da absor¢éo radicular tendera
a equilibrar a entrada de anides resultante da excessiva absor¢éo de arsénio. De facto, potassio
€ um elemento fundamental na ativagdo de muitas enzimas para além do envolvimento no
balanco iénico, osmose e abertura e fecho estoméatico (Raven et al., 2005).

Acresce que Rahimi et al. (2013) observaram que a aplicaco de fertilizantes contendo fosfato
e potéssio podem reduzir a concentracao de arsénio nas partes ediveis a Ocimum basilicum L.
e reduzir a toxicidade deste elemento. Observaram ainda estes autores que teores mais baixos
de fosfato e potassio no solo aumentavam a absor¢do do arsénio, enquanto teores elevados a
reduziam, provavelmente devido a interacdo entre o fésforo e o arsénio durante o mecanismo de
absorcéo.

Ao estudarem os efeitos conjugados da salinidade e do arsénio na Nasturtium officinale (planta
aquatica de crescimento rapido), Ebrahimi et al. (2016) também verificaram que crescentes
concentracdes de arsénio (sob a forma de arsenato de sodio) diminuiam significativamente a
absorgédo de potassio, mesmo na auséncia de salinidade. De facto, a concentracdo de potassio
foi de 1,90 % nas plantas tratadas com 5 mg L1 de arsénio, enquanto que com concentracdes
de arsénio cinco vezes superiores se obteve apenas 1,65 %. Teores de potassio oscilando em
torno de 1,55 % foram determinados utilizando a concentracdo mais elevada - 160 mg L de
arsénio. O respetivo controlo (sem arsénio) para salinidade zero foi de 2,08 %.

Colateralmente, Kumar et al. (2015) ao, estudarem os efeitos do arsénio (sob a forma de
arsenato de sodio) na distribuicdo de macronutrientes nas raizes e parte aérea de Wrightia
arborea, verificaram que a acumulagdo dos macronutrientes (Ca, K, Mg, P, e S) é diferenciada,

variando em funcdo da exposicao ao arsénio. Assim, observou-se que as concentracfes de
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arsénio (0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM) induziram um aumento significativo do teor de potassio nas

raizes, ndo afetando contudo, a concentracdo na parte aérea.
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Figura 4.14 - Teor médio de potassio na raiz (1), no caule (2) e nas folhas (3), (+ Erro Padréo; p-value,
no intervalo de confianca de 95 %), na E. globulus (A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo
experimental.

Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), u 100 mg de As, .200 mg de As.
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4.2.5.3. Zinco

Os teores mais elevados de zinco foram observados na estrutura radicular de ambas as
espécies. Ao longo do periodo experimental, a nivel radicular, destacaram-se variacGes
significativas nos teores do zinco, que poderdo decorrer da alteracdo induzida pelas
concentracdes crescentes de arsénio no solo. Em T2, as plantas do controlo continham 1,4 e 3,4
vezes mais zinco que as plantas do tratamento 100 € 200, respetivamente, enquanto em T3,
apresentavam 1,2 e 1,5 vezes mais zinco que as plantas do tratamento 100 e 200,
respetivamente (Figura 4.15 — 1A). Relativamente a E. nitens, apesar dos teores mais elevados
também ocorrerem nas raizes, ndo parece subsistir uma correlagdo com a acumulagdo de
arsénio. Os teores de zinco, apesar de ao longo do periodo experimental ndo terem variado de
forma significativa (exceto no controlo entre T1 e T2), apresentaram um aparente decréscimo.
Por oposi¢éo, se no momento T1 e T3 o controlo das raizes de E. nitens apresentaram teores
de zinco superiores aos tratamentos 100 e 200, em T2, no tratamento 100, constatou-se 0 oposto
relativamente ao controlo. Aponte-se ainda que em T3, as concentracdes de zinco das raizes
das plantas controlo continham 1,2 e 1,4 vezes mais zinco face as plantas do tratamento 100 e
200, respetivamente (Figura 4.15 — 1B).

Realce-se que os teores encontrados nas raizes da E. globulus (plantas tratadas ou ndo) sado
claramente superiores aos verificados na E. nitens. Na E. globulus os teores minimos e maximos
do tratamento 100 e 200 variaram entre 89,7 e 167 pug g™' e entre 69,6 e 121 ug g™,
respetivamente. Na E. nitens, os teores minimos e méaximos nas plantas do tratamento 100 e
200 variaram entre 52,9 e 77,2 yg g ' e entre 43,7 e 61,5 ug g' respetivamente. Neste
enquadramento aponte-se que as concentracdes de zinco sdo em qualquer dos casos,
superiores a concentracdo considerada adequada para tecidos vegetais (as quais, de acordo
com Raven et al., 2005, devem oscilar em torno de 20 ug g™’).

Na E. globulus, os teores mais baixos de zinco foram observados no tratamento 200 (9,9 ug
g'em T1, para 11,3 ug g-' em T3). Nas plantas controlo, e tratamento 100, as variaces
detetadas no mesmo periodo foram as seguintes: de 23,1 ug g™' para 26,0 ug g~' e de 20,2 ug
g”' para 16,8 ug g™', respetivamente (Figura 4.15 — 2A). Na E. nitens os teores de zinco
diminuiram entre T1 e T3 (Figura 4.15 — 2B).

A acumulacio de zinco nas folhas da E. globulus, do tratamento 200, apresentou, de forma
consistente, sempre os teores mais baixos, enquanto as concentragdes nas plantas controlo e
tratamento 100 nao foram significativamente diferentes. As concentragcdes mais elevadas foram
detetadas nas plantas controlo, com teores variando entre 28,3 e 43,3 ug g~', enquanto as
plantas do tratamento 100 apresentavam variacdes entre 29,6 e 35,7 ug g™' (Figura 4.15 — 3A).
Na E. nitens, os teores mais elevados foram quantificados nas folhas do controlo com
concentracdes variando entre 52,8 ug g~' (T1) e 38,2 ug g~' (T3) (Figura 4.15 — 3B).

Freitas et al. (2004) verificaram que as folhas de Eucalyptus camaldulensis e da E. globulus,

vivendo em solos contaminados por arsénio, em redor da mina de S. Domingos acumularam 80
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e 25,5 ug g~' de zinco, respetivamente, para correspondentes concentragdes de arsénio foliar de
0,6 e 0,3 yg g'. Evidenciou-se assim que, para além das diferencas interespecificas
relativamente a acumulagdo desses elementos, poderao ter prevalecido diferentes mecanismos
de tolerancia. O valor de 25,5 ug g~'de zinco esta proximo dos valores médios (T1 + T2 + T3),
que foram 33,0 e 22,7 ug g™' de zinco, para a E. globulus, nos tratamentos 100 e 200,
respetivamente. Também a média das médias na E. nitens foi de 31,1 e 28,8 ug g~' de zinco,
para as plantas do tratamento 100 e 200, respetivamente. Destaque-se ainda que a Eucalyptus
camaldulensis e a E. globulus viviam em solos com teores de arsénio total de 391 e 479 ug g™,
respetivamente (Freitas et al., 2004), enquanto no nosso estudo, as concentragcdes maximas no
solo corresponderam a 36,5 — 46,5 ug g~ e os valores maximos nas raizes foram observados
no tratamento 200, da E. globulus em T3 - 9,68 mg de arsénio e na E. nitens em T2 - 7,53 mg de
arsénio. Acresce ainda que se reconhece que o arsénio interfere com o balango de nutrientes de
algumas espécies, nomeadamente no arroz (Williams et al., 2009) e na aveia (Shaibur et al.,
2013). No caso do arroz, o arsénio provocou reducdes, quer de produgdo, quer nos teores de
selénio, zinco e niquel do grdo, com reflexos na qualidade nutricional, sendo mais acentuadas

gquanto maiores as concentracdes de arsénio observadas.
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Figura 4.15 - Teor médio de zinco na raiz (1), no caule (2) e nas folhas (3), (z Erro Padréo; p-value, no
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Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), o 100 mg de As, .200 mg de As.
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4.2.5.4. Ferro

Na E. globulus, a acumulacéo de ferro nas raizes, aumentou significativamente ao longo do
periodo experimental nos diferentes tratamentos, com valores finais situados entre 1500 - 1600
ug g". Saliente-se que, face ao controlo, em T1 as plantas do tratamento 100 e 200 continham
3,6 e 3,0 vezes mais ferro, respetivamente; em T2 para 1,7 e 1,2 (Figura 4.16 - 1A). Na E. nitens
observou-se igualmente um aumento ao longo do periodo experimental para todos os
tratamentos (exceto no tratamento 200, entre T2 e T3) (Figura 4.16 - 1B). As concentra¢c@es de
ferro sdo, em qualquer dos casos, muito superiores a concentragcdo considerada adequada para
tecidos vegetais (assumindo o peso seco como referencial) por Raven et al. (2005) que reporta
100 ug g~'. A nivel radicular, a acumulac&o de ferro, como resposta a toxicidade do arsénio, foi
evidenciada por Shaibur et. al. (2013), que demonstrou que as raizes de aveia (Hordeum vulgare)
acumulavam 262,6 ug g~' de ferro apds tratamento com 10 yM, enquanto as plantas sem arsénio
continham apenas 24,3 uyg g”'. Inversamente, as concentrac@es na parte aérea eram superiores
nas plantas controlo, por comparacdo com as plantas tratadas (63,8 ug g' e 26,3 ug g™,
respetivamente).

No caule da E. globulus, no controlo, verificou-se um aumento ao longo do tempo
experimental. Nas plantas do tratamento 100 e 200 o ferro aumentou em T2 e diminuiu em T3
(Figura 4.16 - 2A). Na E. nitens, o teor de ferro no controlo diminuiu, apés T1, apresentando
valores muito proximos em T2 e T3. Para os demais tratamentos, observou-se um aumento do
ferro em T2 e uma descida em T3. De salientar que em T3 a concentragdo de ferro em todos os
grupos € muito aproximada, ainda que apresentando diferencgas significativas (Figura 4.16 - 2B).

Nas folhas da E. globulus, o tratamento 200 apresentou quase sempre 0s teores mais baixos
(excecdo verificada em T2), enquanto no controlo se verificaram os niveis mais elevados em T1
e T3. Em todos os casos, notou-se um aumento da concentragéo ao longo do tempo (Figura 4.16
- 3A). Na E. nitens, as concentragfes de ferro aumentaram entre o inicio e o fim do periodo
experimental (tratamentos T1 e T3), ocorrendo o inverso para as plantas controlo (Figura 4.16 -

3B). De qualquer modo, os valores foram em geral inferiores aos observados para E. globulus.
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Tratamentos: =8 0 mg de As (Controlo), u 100 mg de As, .200 mg de As.
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4.2.6. Desenvolvimento vegetativo

O crescimento apical, verificado ao longo do tempo, e nos diferentes tratamentos, n&o
apresentou varia¢fes significativas na E. globulus (Figura 4.17 - Al). No entanto, na E. nitens
verificou-se um crescimento apical significativo entre T1 e T2, ainda que ndo se tenham detetado
diferencas significativas entre tratamentos em cada intervalo de tempo (Figura 4.17 - B1).

Tal como verificado para o indice de crescimento apical na E. globulus, também o peso seco
total variou de forma similar, verificando-se apenas nas plantas de controlo um aumento
significativo em T3 (comparativamente aos periodos anteriores). Neste caso, também néo
ocorreram variag6es significativas nos diferentes tratamentos em cada intervalo de tempo (Figura
4.17 - A2). No caso da E. nitens registaram-se diferengas ao longo do tempo e entre tratamentos.
Os tratamentos 100 e 200 apresentaram valores significativamente superiores em T2 e T3 (face
a T1). Constatou-se ainda que, em T1, o peso seco no tratamento 100 foi significativamente
superior face ao controlo (Figura 4.17 - B2).

Equacionando a razdo entre 0s pesos secos da raiz e da parte area das plantas, na E.
globulus verificou-se uma diminuicdo significativa dos valores ao longo do tempo, para todos os
tratamentos. N&o se registaram diferencas significativas entre os tratamentos de ambas as
espécies, 0 que sugere que o arsénio ndo tera limitado o desenvolvimento da parte aérea (Figura
4.17 - A3, B3). Note-se contudo que o confinamento espacial das raizes nos vasos podera ter

condicionado a absorg&o de agua e nutrientes pelas plantas.
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Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), .100 mg de As, .200 mg de As.
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Entre T1 e T3, o peso seco da raiz da E. globulus aumentou significativamente no controlo,
contudo nos restantes tratamentos ndo se detetaram alteracdes significativas ao longo do
periodo experimental. Esta tendéncia também persistiu entre os diferentes tratamentos em cada
periodo experimental (Figura 4.18 - A1). Um comportamento diferente, foi detetado ao longo do
tempo na E. nitens (tendo-se detetados valores minimos no controlo em T1) (Figura 4.18 - B2).
Considerando que a biomassa radicular é a consequéncia de um bom desenvolvimento na parte
aérea (Coelho, 1999), a auséncia de um efeito induzido, diretamente ou indiretamente na E.
nitens, pelos diferentes teores de arsénio em T2 e T3, sugere ainda uma auséncia de toxicidade.

Na E. globulus, o peso seco do caule ndo variou significativamente, quer ao longo do tempo,
quer entre tratamentos (Figura 4.18 - A2). No entanto, o peso seco do caule da E. nitens, nos
tratamentos 100 e 200, aumentou significativamente entre T1 e T3. Note-se ainda que na E.
nitens ndo ocorreram diferencas entre tratamentos no peso seco dos caules (Figura 4.18 - B2).

A nivel foliar, na E. globulus, ndo se quantificaram variacdes significativas entre o respetivo
peso seco, ao longo do periodo de ensaio, e também entre os diferentes grupos de tratamentos
(Figura 4.18 - A3). No entanto, na E. nitens, o peso seco das folhas no tratamento 100, foi
significativamente menor em T1, face aos demais periodos experimentais. Em T3, entre os
tratamentos, as plantas controlo apresentaram menor peso seco foliar (Figura 4.18 - B3).
Considerando o peso seco dos diferentes 6rgdos e, paralelamente, o respetivo desenvolvimento

fenolégico, parece evidenciar-se a auséncia de um efeito negativo promovido pelo arsénio.
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Considera-se que, quanto maior a racio foliar relativo (LWR), maior é o investimento
biomassico que a planta faz na parte aérea. Neste contexto, nas plantas controlo de ambas as
espécies, apos T1, verificou-se que o LWR decresceu, de forma significativa. Porém, em T3, no
controlo da E. globulus, o LWR foi menor face aos restantes tratamentos de cada periodo
experimental (Figura 4.19 - Al). Paralelamente, na E. nitens ndo se detetaram diferengas
significativas entre os tratamentos de cada periodo experimental (Figura 4.19 - A2).

Nas duas espécies, o numero de folhas ndo variou de forma significativa ao longo do periodo
de ensaio, ou entre os diferentes tratamentos (Figura 4.19 — B1, B2). Aponte-se contudo que no
género Eucalyptus subsistem diferentes ecoétipos. Este efeito foi visualizado por King et al.
(2008), que descreveram diferentes comportamentos em quatro espécies do taxon Eucalyptus
de uma zona mineira na Austrélia, (assim como diferengas no tamanho e varia¢cdes no nimero
de folhas), tendo indicado que a espécie de menor porte apresentou o maior numero de folhas.

Na E. globulus verificou-se ainda que o didmetro do caule também n&o variou, de forma
significativa, ao longo do periodo de ensaio, ou entre os diferentes tratamentos (Figura 4.19 -
A3). No entanto, na E. nitens, em T2, relativamente a T1 no tratamento 100, ocorreu um aumento
significativo no diametro do caule. Aponte-se ainda que nesta espécie nao subsistiram diferencas

entre os tratamentos de cada periodo experimental (Figura 4.19 - B3).
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Figura 4.19 — Racio foliar relativo - LWR (1), nimero de folhas por planta (2) e diametro do
caule (3), (= Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianga de 95 %), na E. globulus (A) e na
E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: ® 0 mg de As (Controlo), 100 mg de As, M 200 mg de As.
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Na E. globulus, a area foliar diminuiu, de forma significativa, de T1 para T3, eventualmente
implicando quedas no potencial hidrico, assim como acréscimo na temperatura média do ecétopo
(decorrente da sazonalidade a que a generalidade dos tratamentos estiveram submetidos)
(Wimmer et al., 2002). Em T2 e T3, equacionando a diferenga na &rea foliar dos diferentes
tratamentos, constatou-se que no controlo subsistiu uma area significativamente menor, face ao
tratamento 100 (em T2). Paralelamente, em T3, no tratamento 200, ocorreu uma area foliar
significativamente superior, relativamente aos restantes tratamentos (Figura 4.20 - Al).

Na E. nitens, em T1, registou-se uma diferenca significativa nos tratamentos 100 e 200 face
ao controlo; em T2, ocorreu uma inversao de tendéncia ainda que aparentemente nao
significativa. De salientar a diminuicdo significativa dos tratamento 100 e 200, entre T1 e T2, e
entre T1 e T3, respetivamente. (Figura 4.20 - B1). Sendo a éarea foliar um bom indicador da
capacidade fotossintética (Asmis e Ferraz, 2001), estes efeitos parecem sugerir para uma
interferéncia do arsénio no desenvolvimento foliar da E. nitens.

Na E. globulus, a area foliar especifica (SLA), que correlaciona a densidade da folha e a razéo
entre a area e o respetivo peso (Lambers e Poorter, 1992; Hunt, 2003), decresceu de forma
significativa ao longo do periodo experimental. Os valores minimos em T3, quando comparados
com os valores obtidos em T1 e T2, poderdo ainda decorrer de uma acdo conjugada da
temperatura e da disponibilidade hidrica. Ainda na E. globulus, os diferentes tratamentos
revelaram variacdes que foram significativas em T2 (para o tratamento 100, face ao controlo) e
em T3 (para o tratamento 200 que foi significativamente inferior) (Figura 4.20 - B1).

Na E. nitens, os valores do SLA decresceram ao longo do tempo, ainda que sejam apenas
significativamente menores no controlo em T3. Aponte-se, contudo, que ndo se registaram
diferencas significativas entre os tratamentos de cada um dos periodos experimentais (Figura
4.20 - B2).
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Tratamentos: M 0 mg de As (Controlo), " 100 mg de As, ¥ 200 mg de As.

Nas duas espécies, o valor médio da razdo da area foliar (LAR) diminuiu de forma significativa
em T3 (Figura 4.21 - A1 e B1). Na E. globulus, em T1, quantificaram-se ainda variacfes
significativas entre os tratamentos 100 e 200. Ainda nesta espécie, no controlo e ao longo do
tempo (T3), houve um aumento consideravel da taxa liquida de assimilagdo (NAR), porém, nos
tratamentos 100 e 200, em T3, o valor obtido ficou estavel, ou ocorreu uma diminui¢cdo
substancial (sendo o valor 0,002), respetivamente. Estas diferengas estiveram associadas a um
investimento significativo das plantas controlo na biomassa da raiz, e a uma manutengéo do peso
seco no tratamento 200 (Figura 4.18 - Al).

Na E. nitens, em T2 e T3, as diferencas entre tratamentos foram substanciais (Figura 4.21 -
B2). Como adiante ser vera, estes efeitos poderdo ter decorrido de uma associagdo proxima com
a performance fotossintética, tal como anteriormente apontado por Gonzalez-Meler et al. (2004),
para espécies lenhosas. Nesta espécie, ocorreu um aumento consideravel dos valores da NAR
para o tratamento 100 e 200, em T2, seguindo-se uma descida em T3 (Figura 4.21 - B2). As

plantas controlo, e do tratamento 100, apresentaram valores negativos. Estes valores, revelaram
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um ponto de compensacao fisioldgico negativo na E. nitens, tendo bloqueado efetivamente o
respetivo desenvolvimento (Figura 4.21 - B2).

Na E. globulus, ao longo do periodo experimental, as plantas controlo mantiveram sem
variagcbes apreciaveis a sua taxa de crescimento relativo (RGR), tendo o tratamento 100
diminuido de forma acentuada os respetivos valores. O aumento da RGR em T2 para o
tratamento 200, ndo se manteve em T3, tendo diminuido para 1.0 x 104 (Figura 4.21 - A3).

Na E. nitens, o controlo e o tratamento 100 apresentaram uma RGR positiva entre T1 e T2,
no entanto em T3 apresentaram uma RGR negativa. O tratamento 200, apresentou um
crescimento relativo em T2 face a T1, no entanto em T3 apresentou um decréscimo muito
pronunciado da RGR (Figura 4.21 - B3). Note-se que os valores da RGR negativos apontam para
condicionantes edafocliméticas na E. nitens. Neste enquadramento, como anteriormente
apontado, esta espécie revela caracteristicas particulares e pode ser afetada por um aumento

da temperatura e do défice hidrico.
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Tratamentos: M 0 mg de As (Controlo),
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4.2.7. Acumulacéo de pigmentos fotossintéticos e conversao bioenergética

4.2.7.1. Parametrizacao cromatica

Equacionando os paradmetros de cor (Tabela 4.13), verificou-se que a coordenada L*, que
representa a luminosidade, nas folhas da E. globulus aumentou em todos os tratamentos entre
T1 e T3 (ainda que significativamente apenas no controlo). O pardmetro L*, nas folhas de E.
nitens, também aumentou significativamente entre T1 e T3.

Relativamente a coordenada a*, que representa os tons de verde, nas duas espécies,
verificaram-se valores mais baixos em T2 (significativos no tratamento 100), revelando assim,
uma maior intensidade de verde.

Segundo Assis (2012), o incremento do “amarelo” decorre do aumento da degradacéo do teor
em clorofilas a e b nas folhas. Considerando que a coordenada b*, retrata o amarelo verificou-
se, em T2, que as folhas do tratamento 200 de E. globulus apresentaram uma maior intensidade
para o amarelo. Este pardmetro apresentou diferencas significativas, face aos outros
tratamentos, e ao longo do tempo.

Na E. nitens, em T2, observou-se o aumento do significativo “do amarelo” nas folhas do
tratamento 100. Em T3, as folhas do tratamento 200 revelaram uma diminuigdo mais pronunciada
no teor da clorofila a e b. Este valor é significativamente mais elevado, comparativamente ao

controlo e ao longo do tempo, parecendo indiciar uma afetacéo por parte do arsénio.
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Tabela 4.13 - Parametros colorimétricos na 22 folha mais jovem das ramificacdes mais desenvolvidas, a um
metro do solo e com exposi¢do a sudeste (coordenadas L*, a*, b*, + Erro Padrdo; p-value, no intervalo de
confianga de 95 %) na E. globulus e na E. nitens ao longo do periodo experimental.

As

T1 T2 T3
(Mg 9-1)

L*
0 478 + 485 cr 53,8 + 1,33 b.r 62,0 * 3,31 ar
E. globulus 100 47,6 = 1,26 ar 50,8 + 5,70 ar 52,3 + 6,04 a,s
200 48,2 + 3,18 a,r 532 + 2,04 a,r 52,3 #* 851 a,s
0 40,3 + 2,75 «cr 494 + 2,80 b,r 58,1 + 3,37 ar
E. nitens 100 435 + 254 Db,s 52,1 + 2,18 a,r 46,0 + 8,38 ab,s
200 43,2 + 2,31 crs 50,9 + 4,16 b,r 58,6 + 4,07 ar

a*
0 -2,73 £ 2,16 ar 449 + 0,54 a,rs -3,43 + 156 ar
E. globulus 100 -251 + 0,90 ar -6,00 + 241 b,s -4,19 + 1,65 abr
200 -1,95 + 2,20 ar -3,76 = 1,96 a,r -2,30 1,72 ar
0 -2,14 £ 0,51 byr -4,65 = 0,33 c,S -0,68 + 0,84 ar
E. nitens 100 -2,09 £+ 1,00 ar -5,69 + 0,92 b,t -1,12 + 0,51 ar
200 -1,62 + 0,23 ar -2,70 £+ 0,49 ar -2,23 + 2,37 ar

b*
0 324 + 2,74 ars 320 + 1,25 a,s 32,7 + 1,15 ar
E. globulus 100 31,3 + 143 as 324 + 3,25 a,s 32,7 % 0,80 ar
200 349 + 354 abr 36,3 + 0,79 a,r 33,2 + 1,35 br
0 28,1 = 3,04 bs 3156 + 1,38 a,s 30,6 * 0,93 a,s
E. nitens 100 305 £ 1,99 br 36,5 =+ 0,93 a,r 31,1 * 4,98 b,rs
200 32,0 £ 2,14 Dbyr 32,4 £+ 0,71 b,s 34,3 1,13 ar

4.2.7.2. O caso particular das clorofilas e carotenoides

Nas folhas da E. globulus, o teor da clorofila total variou de forma significativa ao longo do
tempo e entre tratamentos (Figura 4.22 - Al). No tratamento 100 e 200 apresentou um
incremento dos valores em T2, persistindo elevados e maximos em T3. Neste periodo, o teor de
clorofila total no controlo registou o seu valor minimo. Na E. nitens, em T2, em todos os
tratamentos ocorreu um aumento significativo do teor em clorofila total. Contudo, também em
todos os tratamentos, estes valores decresceram em T3 (Figura 4.22 - B1).

Na E. globulus, o teor de carotenoides aumentou em T2 para todos os tratamentos, tendo o
tratamento 100 apresentando os teores mais elevados (Figura 4.22 - A2). O controlo registou o
menor teor de carotenoides em T3. Na E. nitens, em T2, o teor em carotenoides atingiu o seu
valor maximo para o controlo e tratamento 100, tendo decrescido em T3. Em T3, tal como ocorreu
na E. globulus, o controlo registou os teores mais baixos de carotenoides (Figura 4.22 -B2),
sendo possivel visualizar a respetiva correlacdo com os parametros de cor e o teor em clorofilas.
Em T2 os valores mais negativos de a* (Tabela 4.13), estiveram associados ao acréscimo dos

teores da clorofila (Figura 4.22 - Al e B1). Em T2, na E. nitens, os valores mais elevados de b*
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(Tabela 4.13) terdo envolvido o aumento do teor dos carotenoides em todos os tratamentos no

mesmo periodo (Figura 4.22 - B2).
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Figura 4.22 - Teores de clorofila total (1) e carotenoides totais (2) nas folhas, (+ Erro Padrédo; p-value, no
intervalo de confianca de 95 %) na E. globulus (A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), u 100 mg de As, | 200 mg de As.

4.2.7.3. Fase fotoguimica e bioguimica da fotossintese

Entre T1 e T2 a conduténcia estomatica (gs), na E. globulus, diminuiu em todos os
tratamentos, (ainda que, apenas no tratamento 200, de forma significativa). Em T3, estes valores
voltaram a aumentar, contudo nédo foram significativamente diferentes de T1 (Figura 4.23 - Al).
A diminuicdo da gs podera estar relacionada com o aumento da temperatura atmosférica que
evoluiu progressivamente nesse periodo experimental e, consequentemente, com a modificacéo
da boundary layer (Martin et al., 1999). De facto, face a uma continuada perda de agua por
transpiracdo e evaporacdo, a planta tende a induzir o fecho estomatico, atenuando assim a

desidratacdo. Este efeito, que é comum nas plantas, também ja foi identificado para o género

67



Eucapyptus. De facto, Vellini et al. (2008) caracterizaram a inibicdo estomatica e a taxa de
transpiracdo em eucaliptos, face a um stress hidrico. Relacionando a condutancia estomatica
com o investimento da planta na sua area foliar, no nosso ensaio também se verificou que,
apesar da diminuicdo da condutancia estomatica, os niveis de CO:2 ainda terdo possibilitado um
acréscimo na producao da biomassa, tal como também indicado por Costa e Silva et al. (2005).
No entanto, na E. nitens, em T2 e T3, somente o tratamento 200 apresentou valores
significativamente menores face a T1 (Figura 4.23 - B1). A exposi¢cdo do tratamento 200 da E.
nitens ao arsénio, em T2 e T3, podera ter levado a uma limitacdo estomatica e / ou mesofilica da
fotossintese (Araujo, 2011). De facto, alguns estudos (Ahsan et al., 2010; Hoffmann e Schenk,
2011) demostratam que teores crescentes de arsénio provocam uma inibicdo progressiva da
condutividade estomatica, da concentracdo intercelular de CO:2 e da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase / oxigenase.

Nas duas espécies de Eucalyptus, tal como seria expectavel verificou-se que o
comportamento da transpiracé@o (Tr) foi muito semelhante ao da condutancia estomética (Figura
4.23 — A2 e B2). Assim, estes dados sugerem que o0 aumento da temperatura tera levado a uma
minimizacdo da perda de &gua pelas plantas, envolvendo o fecho estomaético, o que
consequentemente determinou a redugdo da taxa transpiracdo (Whitehead e Beadle, 2004).
Neste enquadramento, na E. nitens, também no tratamento 200, a limitagdo estomatica tera
implicado uma menor perda de 4gua.

Nas duas espécies de Eucalyptus, a taxa de fotossintese liquida (Pn) ndo variou de forma
significativa, ao longo do tempo e entre os tratamentos (Figura 4.23 - A3 e B3). Neste contexto,
Rapley et al. (2009), num estudo realizado com o género Eucalytus, reportaram que a
temperatura 6tima para a fotossintese deve oscilar entre os 17 — 23 °C, podendo obter-se taxas
fotossintéticas variando entre 12 - 14 umol CO2 m-2 s1. No nosso estudo, estes valores foram
inferiores na E. globulus e na E. nitens (em T1 e T2), tendo a interagdo com a condutancia
estomatica contribuido para um efeito inibitério ainda que outros fatores bioquimicos e / ou

fotoquimicos tenham também estado envolvidos.
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(x Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianca de 95 %), na E. globulus (A) e na E. nitens (B), ao
longo do periodo experimental.

Tratamentos:

0 mg de As (Controlo), o 100 mg de As, u 200 mg de As.
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Na E. globulus e na E. nitens, a fluorescéncia basal (Fo) apresentou valores maximos em T3
(Figura 4.24 - Al). Na E. globulus, o valor minimo foi registado em T2, no tratamento 200. Este
valor, e todos os demais em T1, para todos os tratamentos, foram ainda significativamente
inferiores (face a T3). Na E. nitens, de T1 para T3, os valores de Fo aumentaram
significativamente em cada periodo. Note-se ainda que no tratamento 200, se detetou um valor
mais elevado em T3, que foi significativamente superior face aos restantes tratamentos. O
aumento de Fo esta associado a stresses ambientais que causam alteracdes estruturais nas
antenas dos pigmentos fotossintéticos do PS Il. Estes stresses ambientais usualmente séo
reportados considerando caréncias hidricas ou toxicidades com metais pesados. Na E. nitens,
em T3, o valor elevado do tratamento 200 (Figura 4.24 - A2) poderd estar associado ao aumento
de arsénio nas folhas (Tabela 4.11). No entanto, o aumento significativo de Fo, detetadoem T3,
também se verificou nos restantes tratamentos e nas duas espécies, aspeto que podera ter
decorrido da interferéncia térmica neste processo (Araujo, 2011).

A eficiéncia quéantica méaxima (Fv/Fm), revela a eficiéncia fotdénica potencial do PSII,
constituindo um indicador que pode expressar a sensibilidade da performance fotossintética a
fatores de stress (Aradjo e Deminicis, 2009). Nas plantas superiores, quando a relagédo entre a
Fv/Fm varia entre 0,75 - 0,85, considera-se que ndo ocorre uma inibicdo dos centros de reagéo
dos fotossistemas (Aradjo e Deminicis, 2009). Colateralmente, a diminuicdo de Fv/Fm constitui
um excelente indicador de efeito fotoinibitério quando as plantas estdo submetidas a qualquer
tipo de stress, indicando uma regulagéo fotoprotetora reversivel, ou uma inativacao irreversivel,
do PSII (Araujo e Deminicis, 2009). Neste enquadramento, constatou-se que na E. globulus ndo
subsistem diferengas significativas ao longo do periodo experimental, ou entre tratamentos
(Figura 4.24 - A2). No entanto, na E. nitens, em T3, verificaram-se diferencgas significativas no
tratamento 200 (Figura 4.24 - B2). Esta diferenga consubstanciou-se com valores abaixo de 0,75,
0 que evidenciou a ocorréncia de uma situagcdo de stress, eventualmente alavancado pela

contaminagdo com arsénio, sobre o PSII.
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Figura 4.24 - Fo (1) e Fv/Fm (2), (£ Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianca de 95 %), na E. globulus
(A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: =8 0 mg de As (Controlo), “* 100 mg de As, | 200 mg de As.

Nas plantas superiores, ¢e traduzem a energia fotdnica recebida e transformada em energia
guimica. Neste contexto, na E. globulus verificou-se que os valores de ¢e séo baixos (Figura 4.25
- Al), comparativamente aos obtidos em Ynpq) (Figura 4.25 - A2) e Yoy (Figura 4.25 - A3). Para
este efeito podera ter contribuido o crescimento das plantas em vaso a sua dependéncia da
dotacdo de rega, ndo sendo ainda possivel a respetiva expressdo potencial da absor¢céo
radicular. De facto, este condicionamento poderd levar a limitagdes varias no crescimento e nas
funcbes basicas associadas a obtencao de energia, constituindo uma possivel agao fotoinibitoria
(Araljo e Deminicis, 2009), que deve ser considerado.

Na E. globulus, no tratamento 100, em T2, existe um aumento significativo, comparativamente
com os demais periodos. Para o tratamento 200, em T2 e T3, os valores sao significativamente
inferiores, face ao tratamento 100 e controlo, respetivamente. Aponte-se que, esta diferenca
significativa, em T2, do ¢e, entre os tratamentos 100 e 200 se verifica em paralelo com diferencas
também detetadas para a gs, Tr, Pn e Fo. Neste enquadramento, tal, como sugerido por Wang et
al. (2012), também parece evidenciar-se a agéo do arsénio sobre 0 ¢e.
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O Ynrg), Nna E. globulus, que foi sempre superior ou igual a 0,50, constitui um referencial para
a fotoprotecdo das membranas tilacoidais envolvendo o Ciclo das Xantéfilas (Ramalho et al.,
2014). Este ciclo é regulado pelo gradiente de protées da membrana do tilacoide, o qual decorre
da intensidade fotonica, funcionando como mecanismo de fotoprotecdo dos fotossistema,
mediante relaxacao térmica. No entanto, na E. globulus, os valores mais baixos de Ynpg), foram
registados em T1. Para o controlo e tratamento 200 foram significativamente mais baixos face
aos demais periodos. Em T2, os valores do controlo, séo significativamente mais elevados (face
aos tratamentos com arsénio), no entanto, em T3 os valores do tratamento 200 s&do superiores
aos do tratamento 100.

Yno) representa a energia da carga térmica dissipada, ou a fluorescéncia nas antenas do
PSII (Ramalho et al., 2014). Na E. globulus, em T1, verificaram-se valores mais elevados, face
aos demais periodos experimentais (Figura 4.25 - A3). Este efeito terd constituido um
constrangimento na utilizacdo incidente da energia, que tera resultado numa maior ineficiéncia
na conversao em energia fotoquimica e nao fotoquimica. A mesma, previsivelmente, dissipou-se
durante o funcionamento do PSII, tal como se visualizou pelo decréscimo de Ynrg), funcionando
como protetor ou regulador do fotossistema (Rodrigues et al., 2016). Note-se contudo que nos
meses seguintes as plantas adaptaram-se, aumentando o Ynpq), Situagcdo que incrementou a
protecdo do aparelho fotossintético.

Na E. nitens, para o ¢e, 0s tratamentos 100 e 200, revelaram um decréscimo dos seus valores
ao longo do tempo. Esta tendéncia foi significativamente inferior face ao controlo em T3. Neste
periodo, o tratamento 200 apresentou o seu valor minimo para ¢e e significativamente inferior ao
demais periodos (Figura 4.25 - B1). A Ynpo) foi mais elevada em T2 (e significativa face a T1,
para todos os tratamentos) (Figura 4.25 - B2). No entanto, em T3 néo revelaram diferencas
significativas entre os tratamentos 100 e 200. Neste periodo, o tratamento 200 apresentou a
Ynrg) mais elevada, indicando uma maior taxa de dissipagéo térmica regulada da energia. Em
T1, a Yoy, foi elevada tal como ocorreu em E. globulus (Figura 4.25 - B3). De facto, ndo se
verificaram diferencas significativas entre tratamentos e, consequentemente, nenhum efeito do

arsénio sobre a Y(no).
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Embora, na E. globulus, os valores do quenching fotoquimico (qgp), tenham apresentado
variacdes ao longo do tempo, estes ndo foram significativos (Figura 4.26 - Al). Contudo em T3,
o tratamento 200 apresentou valores significativamente inferiores aos do controlo. O mesmo
comportamento, ao longo do tempo, ocorreu na E. nitens, ndo existindo diferencas significativas
(Figura 4.26 - B1). No entanto, em T2, uma descida significativa da gp, nos tratamentos 100 e
200 (face ao controlo), sugere um efeito consequente da agao do arsénio. Este comportamento,
que no controlo persistiu em T3, apresentou uma maior dissipacdo fotoquimica
comparativamente aos restantes tratamentos. Este efeito parece ainda indicar um maior niimero
de centros reativos no PSII oxidados ou abertos no controlo (Moreno et al., 2008).

Em T1, o NPQ apresenta valores que nalguns casos foram significativamente mais baixos
para ambas as espécies (Figura 4.26 - A2 e B2). Contudo, o0 aumento registado em T2 podera
ter refletido o incremento da temperatura e o correspondente efeito na organizacao estrutural do
PSII.

No tratamento 200 em T3, o aumento, embora nédo significativo, podera eventualmente indicar
a reducdo da eficiéncia energética dos centros de reagdo do PSIl. Note-se que a tendéncia foi
similar com os parametros Fv/Fm e ¢e, tendo também aumentado Fo.

Relativamente a qn, nas duas espécies (Figura 4.26 - A3 e B3), verificaram-se
comportamentos similares aos da NPQ. Na E. nitens, a mesma tendéncia foi observada no
tratamento 200 em T3 face ao controlo, situacdo que sugere que o0s centros de reacdo do PSII
também foram afetados (Moreno et al., 2008; Araujo e Deminicis, 2009; Ramalho et al., 2014),

neste caso ainda com a influéncia do arsénio neste tratamento.
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Figura 4.26 - qp (1), NPQ (2) e gn (3), (x Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianga de 95 %), na E.
globulus (A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), u 100 mg de As, | 200 mg de As.
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Na E. globulus, gL ndo variou em fungéo do tempo e entre tratamentos (Figura 4.27 - Al). A
capacidade fotoquimica do PSIl permaneceu intacta ao longo do tempo, revelando assim uma
estabilidade funcional e estrutural das membranas dos tilacoides (Campostrini, 2001; Araujo,
2011). No entanto, em T2, na E. nitens, a q. dos tratamentos 100 e 200, diminuiu de forma
significativa, face ao controlo. Uma tendéncia similar ocorreu em T3, contudo, as diferencas nédo
foram significativas (Figura 4.27 -B1). Tal como em Fo, FW/Fm € ¢e € Ynpg) O tratamento 200
também revelou uma ac¢éo fotoinibitéria na maquinaria fotossintética.

Na E. globulus, em T2, a taxa de transporte de eletrdes no PSII (ETR), foi significativamente
mais elevada para o tratamento 100 (comparativamente a T1) (Figura 4.27 - A2). Em T2 e T3
verificou-se que o tratamento 200, apresentou valores significativamente mais baixos que o
tratamento 100. No entanto na E. nitens T3, o valor do ETR relativo aos tratamentos 100 e 200
baixou significativamente face ao controlo (Figura 4.27 - B2), correspondendo a observacgéo feita
para gL nos mesmos tratamentos. Ainda em T3, as diferengas significativas entre tratamentos
sugerem uma inibicdo da ETR, eventualmente envolvendo aceitadores de eletrdes, a ribulose -
1,5 - bifosfato carboxilase / oxigenase, ou a taxa de fotossintese aparente e da condutéancia

estomatica (Moreno et al., 2008; Araujo e Demicis, 2009).
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Figura 4.27 - qL (1) e ETR (2) (+ Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianga de 95 %), na E. globulus
(A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: M 0 mg de As (Controlo), ™ 100 mg de As, B 200 mg de As.

Na E. globulus, a Fv/Fw, ao longo do tempo, ndo revelou variagdes significativas (Figura 4.28
- Al). Na E. nitens, em T2, os tratamentos 100 e 200 apresentaram valores de Fv/Fw mais
elevados e significativamente diferentes no tratamento 100. No entanto situacdo antagonica
prevaleceu em T3, ndo ocorrendo uma varia¢éo significativa entre tratamentos (Figura 4.28 - B1).
Na E. globulus, a F</Fw, apenas variou ao longo do tempo de forma significativa para o
tratamento 100, em T2 (neste caso sendo também significativo também entre tratamentos). Em
T3, o valor do tratamento 200 é maximo e significativamente superior ao do controlo (Figura 4.28
- A2). Ao longo do ensaio, no tratamento 200 em T1, a Fs/Fw apresentou valores minimos na E.
nitens. Para os diferentes tratamentos, em T3 ocorreram diferencas significativas, sendo os
valores de Fs/Fmw, nos tratamentos 100 e 200, significativamente superiores em relacdo ao
controlo (Figura 4.28 - B2). Em T3, a ¢e baixa e a F</Fm elevada no tratamento 100 e 200,

sugerem a ocorréncia de inibicdo do PSII.
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Figura 4.28 - Fv'/Fm' (1) e Fs/Fm' (2) (= Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianca de 95 %) na E.
globulus (A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: ¥8 0 mg de As (Controlo), ™ 100 mg de As, | 200 mg de As.

Na E. globulus, os valores de fotoinibicao crénica ndo apresentaram diferencas significativas
ao longo do tempo e entre tratamentos (Tabela 4.14). No entanto, entre T1 e T3, na E. nitens,
ocorreram valores significativamente mais elevados, no controlo e no tratamento 200. Estes
valores seguiram o mesmo padrdo que F./Fm' reforcando a indicacdo de que o aparelho
fotossintético das plantas do tratamento 200 poderé estar substancialmente afetado. De facto,
atente-se que a fotoinibi¢8o cronica esti associada ao dano e substituicdo da proteina D1 dos
centros de reagdo do PSII (Araljo e Deminicis, 2009).

Na E. globulus, em T3, a fotoinibicdo dindmica apresentou valores elevados (Tabela 4.14),
mas nao se detetaram diferencas significativas entre tratamentos.

Na E. nitens, no tratamento 100, em T2, os valores da fotoinibicdo dindmica foram
significativamente mais baixos. Estes dados apontam para um efeito de sazonalidade e aumento
da carga térmica. A nivel mais geral, parece verificar-se uma fotoinibicdo dindmica, envolvendo
a dissipacao de energia luminosa sob a forma de relaxagdo térmica. Justifica-se assim o
decréscimo na eficiéncia quantica. Porém aponte-se o caracter temporal deste decréscimo, pois
a eficiéncia quéantica pode retornar ao seu valor inicial mais elevado, quando o fluxo fotonico
decresce abaixo dos niveis de satura¢édo (Araujo e Deminicis, 2009).
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Tabela 4.14 - Fotoinibi¢éo crénica, fotoinibi¢cdo dindmica, (+ Erro Padrao; p-value, no intervalo de confianca
de 95 %), na E. globulus e na E. nitens, ao longo do periodo experimental.

As (ug g T1 T2 T3

Fotoinibicao crénica
0 7,12 + 329 ar 554 + 565 ar 7,03 £ 3,09 ar
E. globulus 100 516 + 3,44 ar 6,69 * 247 ar 7,00 + 254 ar
200 10,3 £+ 588 ar 7,18 + 230 ar 8,08 £ 540 ar
0 1,10 + 157 br 0,00 += 0,00 br 936 = 543 ar
E. nitens 100 480 + 384 ar 0,00 = 0,00 ar 4,28 = 3,10 ar
200 151 + 056 br 154 + 231 br 141 + 515 ar

Fotoinibicdo dindmica
0 545 + 3,48 ar 544 + 681 ar 59,7 £+ 6,25 a,r
E. globulus 100 558 + 10,0 ar 459 * 10,1 ar 583 * 473 ar
200 51,3 + 293 ar 535 + 835 ar 56,8 + 6,07 ar
0 394 + 12,1 ar 546 + 838 ar 333 £ 19,7 ar
E. nitens 100 34,7 + 104 ar 245 += 930 as 453 £ 10,2 ar
200 46,2 + 526 a,r 289 + 192 ayrs 430 = 549 ar

Englobando a fotoinibicéo cronica e a fotoinibicdo dindmica (portanto, a fotoinibicao total), na
E. globulus, em T3, ndo se verificaram variacdes significativas entre os tratamentos e ao longo
do periodo experimental (Figura 4.29 - Al).

Na E. nitens, no controlo e no tratamento 200 prevaleceram valores de fotoinibi¢cdo total sem
variacao significativa ao longo do tempo (Figura 4.29 - B1). Contudo, em T2, o tratamento 100
apresentou o seu valor minimo, verificando-se o mais elevado em T3. O valor minimo de T2 foi
significativamente inferior aos dos demais tratamentos tendo, em consequéncia, as plantas

apresentado nesta fase o seu melhor periodo de desenvolvimento.
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Figura 4.29 - Fotoinibi¢&o total (+ Erro Padréo; p-value, no intervalo de confianca de 95 %) na E. globulus
(A) e na E. nitens (B), ao longo do periodo experimental.

Tratamentos: | 0 mg de As (Controlo), u 100 mg de As, = 200 mg de As.
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4.3. Transposicao para regides mineiras contaminadas

Desde o inicio da revolucéo industrial, e com o rapido aumento da populacdo nas Ultimas
décadas, a prospecao de minério e a producéo agricola ttm aumentado consideravelmente.
Associado a este aumento esta o consumo energético e o lixo acumulado. Como resultado, a
contaminagcdo da biosfera em geral (e de alguns ecossistemas em particular) com metais
pesados tem aumentado também consideravelmente, tendo ainda, como consequéncia, ocorrido
mudancas na composicdo da atmosfera, solo, fontes de agua doce, mares e oceanos (Van der
Perk, 2013; Asrari, 2014).

Singh et al. (2003) reporta que anualmente sao libertados e disseminados na atmosfera cerca
de 22 000 toneladas de cadmio, 939 000 toneladas de cobre, 1 250 000 de toneladas de zinco e
738 000 toneladas de chumbo. No caso do arsénio, estima-se que em todo o mundo cerca de
100 milhdes de pessoas estejam em contacto com niveis de arsénio superiores a 10 ug L™t
(James et al., 2013).

Os dados sobre fontes de contaminacdo da Unido Europeia, para o espaco europeu, indicam
ainda que as duas maiores fontes de contaminacdo do solo (72 % do total) sdo a gestdo e
tratamento de lixos, assim como atividades industriais e comerciais.

Os dados mais recentes da Agéncia Europeia do Ambiente, que datam de 2011, estimam que
haja 2,5 milhdes de locais contaminados com metais pesados nos 39 paises da Unido Europeia,
dos quais s6 45 % estdo identificados e registados estando somente 51 000 abrangidos por
processos de remediagéo (AEA, 2017).

Em média, na Unido Europeia, 42 % do total de gastos econdmicos em locais contaminados
provém do or¢gamento publico. Acresce que anualmente, em média, 0s gastos de cada pais, para
remediacéo de locais contaminados oscila em torno de 10,7 euros per capita, o que corresponde
a 0,041 % do PIB médio. Dos gastos anuais que cada pais da Unido Europeia faz para gestédo
de locais contaminados, 81 % desse valor é para medidas de remediacdo e 15 % para
investigacdo (AEA, 2017).

Para descontaminacdo, as técnicas mais comuns, utilizadas na Unido Europeia, sdo as
denominadas “técnicas tradicionais” (i.e., escavacdes e colocacdo em aterro e técnicas de
remediacao in- situ e ex-situ).

Os custos para o estudo dos locais contaminados variam entre 5 000 e 50 000 euros (dados
referentes a 60 % dos casos). Considerando todos os casos reportados, destacam-se dois casos
(na ltalia e na Suica) em que o estudo de investigacdo custou mais de 5 milhdes de euros. Os
projetos efetivos podem oscilar entre 50 000€ e 500 000€ (em aproximadamente 40 % dos
casos), contudo projetos mais pequenos deverdo custar um minimo de 5 000€.

N&o existem dados recentes sobre ecoregibes ou ecozonas contaminadas em Portugal,
porém dados de 2000, alocados no “Inventario Preliminar de Areas Potencialmente
Contaminadas em Portugal” (Eco-Solos, 2000) elaborado pelo LNEC, referia um total de 22 000
sitios predominantemente industriais potencialmente contaminados em Portugal. Esse inventario

contabilizava 2000 “pontos negros”, entre lixeiras a céu aberto, locais de deposicdo nao
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controlada, extracdo mineiras, indUstria e outras atividades. Para remediacdo dos 12 locais mais
urgentes, os calculos efetuados apontavam para 100 milhdes de euros, podendo contudo
ascender a 500 milh6es de euros se outros locais fossem contabilizados (Brochura Técnica,
2015).

Segundo dados da Lusa — Agéncia de Noticias de Portugal, S.A., de 2008, o Estado Portugués
langcou nesse ano um programa de candidaturas para "Recupera¢do do Passivo Ambiental" no
eixo de Prevencdo, Gestdo e Monitorizacdo de Riscos Naturais e Tecnolégicas do Programa
Nacional de Valorizacdo do Territdrio, que teria uma dotacdo orcamental de 762 milhdes de
euros, a investir entre 2007 e 2013. Entre os grandes projetos a submeter a aprovacédo pela
Comissao Europeia, neste periodo incluiam-se a recuperacédo de minas de uranio abandonadas,
com um investimento previsto de 60 milhBes de euros, e a recuperacdo de antigas areas de
exploracdo de minérios polimetalicos (58 milhdes de euros), projetos a cargo da Empresa de
Desenvolvimento Mineiro (EDM) (http://www.rtp.pt/noticias/economia/95-milhoes-de-euros-para-
recuperar-sitios-contaminados-e-minas-abandonadas_n93063 — Acedido em Marg¢o 2017).

Em 2011, o Secretério de Estado do Ambiente e Ordenamento do Territorio elaborou uma
lista de “Propostas de Acbes / Candidaturas Prioritria de Sitios Contaminados” para
apresentacdo ao “Programa Operacional de Valorizagdo do Territério” e as intervengdes
necessarias nos seguintes sitios (APA, 2017):

- Zonas Industriais de Estarreja, Barreiro e Alcanena;

- Instalag8es e zonas adjacentes da antiga Siderurgia Nacional (Seixal);
- Complexos industriais de Sines e da bacia do Alvéola;

- Complexo mineiro de S. Pedro da Cova em Gondomar.

Em 2015, foi elaborada uma “Brochura Técnica” (2015) sobre solos contaminados, indicando
alguns dos casos mencionados anteriormente como parcialmente remediados. No entanto,
alguns dos casos ainda sao de risco, nomeadamente os Parques Empresariais de Estarreja e do
Barreiro, a &rea de Sines e os terrenos da antiga Siderurgia Nacional no Seixal. As areas mineiras
abandonadas, incluindo as que foram indevidamente aproveitadas para deposicdo de residuos
industriais, como é o caso das escombreiras de S. Pedro da Cova, presentemente em processo
de reabilitacédo, fazem ainda parte deste rol.

Relacionado com a extragdo mineira, para além de Sao Pedro da Cova em Gondomar,
existem ainda os casos das minas da Urgeirica, Panasqueira, Aljustrel, S&o Domingos e Neves-
Corvo. Os dados da Tabela 4.15 mostram estudos publicados (exceto Neves-Corvo que séo

dados referentes a este estudo) sobre as zonas mineiras em questéo.
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Tabela 4.15 - Valores de arsénio, cobre, chumbo e zinco em zonas mineiras que estdo mencionadas como
sitios de potencial risco de contaminac&o (ug g1).

Autor do
As Cu Pb zn
estudo
Panasqueira 223 163 58.6 323 Candeias et
. al., (2014)
Valores médios n= 17
Aljustrel 172 261 146 520 Barbosa
. (2002)
Valores médios n = 80
Sdo Domingos 746 -5508 484-1928 1049 - 14041 816 - 2140 Azar(ezrz)glz)et
Valores Min. e Max.n =5 v
Neves-Corvo 296 168 30,2 108 Dados do

- autor
Valores médios n = 44

Conforme ja apontado no capitulo 2, verifica-se a contaminacdo de um local quando, por via
direta ou indireta, a concentracdo de metais, ou outros elementos, alteram a respetiva
concentracdo para niveis mais elevados e potencialmente toxicos.

Neste contexto aponte-se que os limites maximos de referéncia, estipulados pela APA, para
0 arsénio em Portugal, sdo de 11 ug g* (para solos agricolas) e 18 ug g* (para solos com
utilizacé@o residencial, industrial, comercial e propriedade comunitaria), valores declarados da
regulamentagcdo Ontario (Ontario Ministry of the Environment, 2011). No entanto, na Faixa
Piritosa Ibérica, e em particular nas respetivas zonas mineiras, devido as caracteristicas
geomorfolégicas do local, os valores da concentragdo natural dos elementos, poderdo ser mais
elevados. Assim, nesta regido, os valores maximos estipulados pela APA sdo muitas vezes
ultrapassados somente devido as caracteristicas geomorfoldgicas do local. Torna-se assim
necessario proceder a estudos com o intuito de chegar aos valores de fundo regionais ou locais
para cada elemento.

Segundo Galan et al. (2008), a regido da Faixa Piritosa Ibérica, junto a fronteira com Espanha,
apresenta valores de fundo para o arsénio de 48 ug g. No setor Espanhol os valores de fundo
para o arsénio oscilam em torno de 23 ug g (i.e., na regido da Ossa Morena). Os valores de
corte superiores aos limites de toxicidade, baseado no percentil 95 consideram-se solos
contaminados. Assim, os teores de arsénio considerados anémalos por Galan et al. (2008),
correspondem a 179 ug g* (para a zona Portuguesa) e 96 ug g (para a zona de Ossa Morena).
No entanto, usando o limite de corte com o percentil 95, constata-se que os valores anémalos
sdo extremamente elevados e, assim, consideram-se como ndo contaminados, alguns valores
apontando concentra¢cbes muito elevadas.

Barbosa (2002), utilizou outro método de corte, tendo por base a distribuicao assimétrica, e
eliminando os valores andmalos que estdo fora do intervalo dos valores médios.
Consequentemente, os valores da média e da mediana aproximaram-se, e a distribuicdo dos
elementos ficou mais préximo de uma distribuicdo normal. Este método foi posteriormente usado
nos trabalhos de Albanese et al. (2007), Ferreira et al. (2016) e (Pelica et al., 2018).
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Para os locais particulares de Aljustrel, ou Neves-Corvo, 0s valores de corte para o arsénio
corresponderam a 50 ug g (Barbosa, 2002; Pelica et al., 2017 — submetido). Este resultado
revelou que valores de concentracdo de arsénio acima deste valor sdo consideradas
contaminantes (muito embora seja uma analise localizada). Pelica et al. (2018), aponta que das
44 amostras de solo analisadas na regido envolvente a mina de Neves-Corvo existem 7 amostras
de solo que estao acima de 50 ug As g1. Os valores elevados devem-se a disperséo pelos ventos
dominantes N - NE, de elementos provenientes da mina. Assim, a zona mais afetada ocorre a
sul da mina, devido a acdo dos ventos que arrastam a poeira proveniente da mineracao e
armazenamento do minério (durante muitos anos a céu aberto). De facto, este armazenamento,
sem qualquer protecao face as condi¢des climatéricas, aumentou a dispersao dos elementos.

A fitorremediagcdo podera ser a proposta biotecnoldgica mais barata para niveis moderados
de contaminantes (que permitem o desenvolvimento e crescimento da planta), em areas que
poderdo ser de grandes dimensfes. N&do existe nenhum custo estipulado para a introducao de
um processo de fitorremediacéo, pois dependendo da localizacéo, area, espécies a utilizar e
manutenc¢éo da &rea, o custo varia e em rigor ndo é facil estimar o preco por hectare. No entanto,
a diferenca de custos entre a fitorremediacao e as técnicas in-situ e ex-situ pode ser até 90 %
mais barata (Linacre et al., 2005; Lewandowski et al., 2006).

O uso do eucalipto como planta fitorremediadora vem sendo usado na investigagdo com
resultados positivos. Alguns casos de fitorremediagdo, com diferentes espécies de Eucalyptus,
em zonas mineiras contaminadas, mostraram que as raizes das plantas acumulam diferentes
metais pesados. Note-se ainda que a translocagdo / acumulacdo para a parte aérea desses
elementos é muito reduzida e insignificante. Assim, o limite de toxicidade e a correspondente
mobilizagdo de fotoassimilados ndo € comprometida, e portanto, o seu desenvolvimento néo fica
condicionado.

Em Portugal, a E. globulus é uma das espécies florestais mais importantes em termos
econdémicos. No entanto, em Espanha a E. nitens atinge numeros mais significativos. Em
Portugal, a E. globulus atinge densidade superior as existentes nas diferentes regibes da
Australia (i.e., local onde a espécie é autoctone). O solo florestal Australiano no seu conjunto
possui pH relativamente baixo, com tendéncia para a deficiéncia em fésforo e azoto. Estes solos
sédo ricos em ferro, aluminio e magnésio, mas pobres em elementos menores como cobre, zinco,
boro e molibdénio. No geral, os teores sédo baixos em carbono livre, mesmo com a presenca de
formag0Oes calcarias. Neste enquadramento, havendo algumas caracteristicas comuns entre os
solos e a microfauna da Austrélia e Portugal, € a adaptacgéo facil de muitas das 600 espécies do
género Eucalyptus a diferentes combinacdes de fatores edéficos, que fazem o sucesso da
floresta do eucalipto (FAO, 1981). Aguas et al. (2017), relatam que a E. globulus, sendo
proveniente de zonas humidas, onde as temperaturas maximas estdo um pouco abaixo da
temperatura média de Portugal, contribui para a sua dispersdo (sendo até superior no Nosso
pais). A precipitacdo anual registada em Portugal (600 mm) correspondendo ao limite minimo da
precipitacdo da zona Este Australiana (entre 500 - 1500 mm). O contraste faz-se nos 4 meses

sem precipitacdo em Portugal, sendo este periodo na regido Este Australiana menor e menos
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rigoroso (FAO, 1981). As limitagBes para o desenvolvimento vegetativo do Eucalyptus nalgumas
regides de Portugal decorrem da seca e das geadas. Mesmo tendo uma biomassa subterranea
(40 — 60 toneladas), que representa 25 % da sua biomassa (Gominho et al., 2015), a seca
primaveril e estival afeta os niveis de carbono, provocando uma reducdo no crescimento que
pode ainda incrementar a mortalidade (Barreiro e Torres, 2005). Assim, a falta de agua nos
meses mais quentes, induz uma taxa de evaporacdo mais elevada e, consequente, uma
alteracao no potencial hidrico nas plantas. O acréscimo da temperatura pode ainda provocar um
aumento da condutancia estomatica noturna, incrementando ainda a desidratacéo, e o risco de
senescéncia (Vale et al., 2015). Assim, sdo as regides norte e oeste de Portugal que apresentam
as melhores condi¢Ges para o plantio de Eucalyptus, devido as condi¢des de luz moderada e
grande disponibilidade de 4gua associada a solos profundos (Aguas et al., 2017). Neste contexto,
aponte-se portanto que a plantacdo da E. nitens no nosso pais, ndo tém significado, pois esta
espécie estd adaptada a grandes altitudes (entre 1000 - 1100 metros), suportando geadas,
temperaturas negativas e precipitagdo entre os 750 - 1250 mm, com seca néo rigorosa de 3
meses.

No nosso ensaio, observou-se que embora as taxas de crescimento relativo tenham diminuido
para a E. globulus, estas foram negativas para a E. nitens, coincidindo com o aumento da
temperatura. Verificou-se assim uma tolerancia da E. globulus aos meses mais quentes, a par
de um défice adaptativo da E. nitens. A E. globulus, enquanto espécie mais plantada em Portugal,
com 812 mil ha, 26 % da floresta e principal recurso industrial (7,7 milhdes m? sem casca, 92 %
da madeira consumida para pasta), produz 2,46 milhdes de toneladas de fibra virgem (94 % do
total), devido ao aumento da area do plantio de eucalipto (13 % entre 1995 e 2010) (ICNF, 2013;
Pereira, 2015). No entanto, a area florestal diminuiu no mesmo periodo 4,6 % (10 mil ha / ano),
a par da area total alocada a floresta endémica de sobreiros, azinheiras e carvalhos (ICNF, 2013).

De acordo com o Decreto-lei n® 96/2013 de 19 de Julho, que reporta para as acbes de
arborizacao e rearborizacao, estas duas a¢fes estdo sujeitas a uma autorizacdo prévia do ICNF,
I.P., para qualquer espécie florestal. De facto, de acordo com o artigo 5° serd de existir
comunicacao prévia quando se verifique as seguintes condi¢cdes cumulativas:

e A éarea de intervencao ser inferior a dois hectares;

e Nao se inserirem total ou parcialmente no Sistema Nacional de Areas Classificadas;

¢ Nao se realizarem em terrenos percorridos por incéndios nos 10 anos anteriores;

e Tratando-se de rearborizac8es, ndo alterarem a espécies ou espécies dominantes
anteriormente instaladas.

No entanto, de acordo com o artigo 6°, ndo séo necessarias autorizacdes e comunicagao prévia
se as espécies integradas estiverem no ambito de projetos financiados com fundos publicos, ou
pela Unido Europeia. Sem a necessaria autorizacdo de arborizacdo e rearborizacdo estéo
também os casos em que nos termos de lei, haja lugar a procedimento de avaliacdo de impacte
ambiental ou analise de incidéncias ambientais, desde que sejam consideradas, favoraveis ou
parcialmente favoraveis. Assim, ndo se exclui, a arborizagdo com eucaliptos de zonas com

declarado impacte ambiental, porventura para eventual remediacdo de solos.
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Transpondo 0 Nosso ensaio para a regido mineira de Neves-Corvo, é necessario ter em conta
as condicdes edafoclimaticas da regido. A pluviosidade na regido de Castro Verde e Almodévar
oscila em torno de 500 mm por ano, contrastando com os 600 mm a nivel nacional (0 minimo
exigido pelas condi¢des edafoclimaticas da espécie E. globulus e abaixo da E. nitens). Com
temperaturas a ultrapassar 43°C no Verdo, a média da temperatura minima ronda os 10°C, sendo
a temperatura anual média de 16°C (CMCV, 2017). Assim, e pelos resultados adquiridos com o
nosso trabalho, seria muito dificil a E. nitens, quer pelas condi¢cdes edafoclimaticas da regiéo,
quer pelos resultados da translocacao do arsénio para a sua parte aérea, adaptar-se com
sucesso a zona mineira de Neves-Corvo. Paralelamente, o plantio da E. globulus, enquanto como
agente de fitorremediacdo, devera ocorrer apenas em areas onde os valores de arsénio
ultrapassem os 50 pg de As g no solo. Estudos preliminares a partir das 44 amostras de solo,
permitiram efetuar, por krigagem, um mapa morfolégico com as zonas acima desse valor (i.e.,

contaminadas), zonas de incerteza, bem como as zonas n&o contaminadas (Figura 4. 30).

Figura 4. 30 — A - Localizacdo das 44 amostras de solo analisado; B - Mapa morfolégico da zona mineira
de Neves-Corvo. Vermelho = Zona contaminada, Verde = Zonas de incerteza, Azul = Zonas néo
contaminadas, a partir das 44 amostras.

Como se pode contatar na Figura 4. 30, ha zona envolvente da mina encontram-se o0s valores
acima dos valores de corte, ou seja, € por influéncia da mina que os valores de arsénio se
apresentam acima de 50 pg de As g. Assim, um plano de fitorremediac@o nesta zona com a E.
globulus poderia ser considerado, pois os resultados ao nivel da fitoestabilizacdo, que se
obtiveram no nosso estudo, revelam uma acentuada capacidade de retencdo do arsénio nas
raizes das plantas (i.e., na zona da rizosfera). As plantas apresentaram crescimento nos meses
mais secos e as taxas fotossintéticas e de fluorescéncia da Chl a ndo apresentaram sinais de
interferéncia relevantes do arsénio na mobilizagdo de fotoassimilados. Assim, o problema seria
apenas de adaptacao das plantas as condi¢Bes edafoclimaticas da regido, e a possivel falta de
agua nos meses mais quentes.

Para uma rearborizacdo na zona contaminada, o artigo 24°, do Plano Diretor Municipal de
Castro Verde, em Diario da Republica n.° 240/1993, Série I-B de 1993-10-13, estipula que as
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areas abertas deverao ser mantidas para cultivos de cereais e rotacao longas, devendo as areas
mistas para a agricultura extensivas ser passiveis de florestacdo até 50 % com espécies
autéctones. No entanto, as areas passiveis de florestacdo deverdo ser ocupadas
preferencialmente por espécies autoctones (mediante aplicacdo de a legislagcdo adequada).
Como vimos anteriormente, o artigo 6° do Decreto-lei n°® 96/2013 reporta que ndo havera
“problemas de maior” se a florestacdo por eucalipto se traduzir num impacte ambiental positivo.
Utilizar area agricolas contaminadas, com valores elevados de arsénio e de outros metais
pesados, para o cultivo de cereais, para uso humano ou criacdo de gado, podera traduzir um
risco de contaminacédo da cadeia tréfica e um perigo para a sadde publica. Tendo ainda em conta
o reduzido tamanho das raizes de muitas espécies vegetais (comparativamente ao eucalipto), e
0 seu baixo rendimento para retenc@o dos contaminantes na zona da rizosfera, a dispersédo dos
metais pesados por lixiviagdo poderd ser ainda um problema maior, caso os elementos
contaminantes atinjam os lengéis freaticos. Os solos contaminados ao redor da mina, do ponto
de vista agricola ndo terdo assim grande utilidade, pois esta area tera de ser descontaminada,
uma solugdo que podera passar pela fitorremediacdo dos contaminantes na zona da rizosfera
(considerando os resultados positivos neste estudo). Aponte-se que, reporta o artigo 24°, alinea
c), do PDM de Castro-Verde, ndo se exclui a plantacdo de eucaliptos para arborizacdo /
florestacéo e, de acordo com o artigo 6° do Decreto-lei n° 96/2013, se o impacte ambiental for
favoravel, ndo se podera questionar a arborizacdo do eucalipto.

Espécies autoctones, como a esteva, poderdo ser utilizadas como fitoestabelizadores de
solos, no entanto, conforme apresentado por Batista (2003), analises feitas a raiz da esteva e
respetivas folhas, permitem constatar que as raizes apresentam em média niveis mais baixos de
arsénio (1,4 ug g, com maximos de 6, 67 ug g?') e as folhas apresentam niveis médios de
arsénio mais elevados (9,11 pug g* e maximo de 48,17 ug g?1). No entanto, estes valores de
arsénio sdo justificados como sendo provenientes de poeiras depositadas nas folhas e
posteriormente incorporadas pela planta. Outras espécies autdctones, como azinheiras e
sobreiros, apresentam uma taxa de crescimento muito mais lenta e ainda uma baixa producéo
de biomassa, ndo se valorizando como agentes fitoestabilizadores de solos. Assim o eucalipto
surge com boas caracteristicas, como elemento de fitoestabilizacdo e remediador de solos
contaminados. No entanto, o plantio de eucalipto, e o Decreto-lei n°® 96/2013, vem sendo muito
contestado. O aumento da monocultura de eucalipto, em relacdo a outras espécies, e a
diminuigdo da area florestal, surgem como primeira e mais importante critica a este procedimento
legislativo. Consequéncia do aumento da area de plantio desorganizado de eucaliptal € a
descaracterizacdo da paisagem, consumo de 4gua elevado, e com 0 aumento da temperatura
global aumenta o risco de incéndio de eucaliptal. A folhagem do eucalipto é facilmente inflamavel,
e o eucaliptal desorganizado torna o combate ao incéndio muito dificil, o que podera ter
consequéncias muito graves. O eucalipto € uma espécie invasora a sua monocultura dificulta a
biodiversidade florestal. Em Marco de 2017, o primeiro-ministro Antonio Costa afirmou em debate
quinzenal na Assembleia da Republica: “Travar a expanséo da area florestal com eucaliptos é

essencial para termos uma floresta mais ordenada, uma melhor prevencéo contra os incéndios
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e uma gestdo mais ordenada (da floresta)”. Assim, espera-se que seja discutida e reformulada a
lei em vigor para arborizacdo e rearborizacao.

No entanto, um grupo de trabalho constituido pelo presidente da CAP — Confederacéo dos
Agricultores de Portugal, Jodo Machado, por Jaime de Lacerda (diretor-geral do Férum) e por
presidentes e administradores de grupos privados ligados ao setor agro-florestal como a
Symington Family Estates, Corticeira Amorim, Jer6nimo Martins Agro-Alimentar, Sogepoc
(holding que controla a Sugal), The Navigator Company (ex-Portucel), Sovena e Sogrape
referenciam que se torna necessario investir na floresta e no eucalipto para reduzir as
importacdes (22 % ano, 180 milhdes de euros) (http :// www.portugalglobal.pt/ PT/ Portugal News
|/ Paginas/ NewDetail.aspx?newld=% 7 B3B77FD3E-2D FF-4BC9-9F5C-802E0D1881C7%7D —
Acedido em Margo 2017).

O lider do grupo Altri, Paulo Fernandes, é ainda apologista da substituicdo de terras ao
abandono e mato, que ciclicamente séo objeto de incéndios, por floresta organizada de eucalipto,
rentavel, com incentivos a renovacdo e conduz a criacdo de riqgueza e de preservagdo de
habitats. A_importancia do eucalipto surge assim como essencial na economia. A pasta de papel
e 0 uso da biomassa para producdo de energia renovavel é de uma grande importancia no
panorama econémico nacional, tendo uma percentagem muito significativa no PIB. Assim, 0 uso
do E. globulus, como fitoestabilizador de solos através das suas eficientes raizes, surge como
solucdo em zonas contaminadas, usadas como zonas agricolas ou de mato como é o caso da
area de Neves-Corvo. Para além de agente fitorremediador, o eucalipto € um grande
sequestrador de oxigénio, e com a baixa translocagdo do arsénio da parte inferior para a parte
superior podera ter valor econémico (utilizagdo para pasta de celulose e papel, bem como
combustivel bioenergético).

De acordo com Jiang et al. (2015), a fitorremediac@o nas suas varias praticas podera levar ao
retorno de capital de formas distintas; a matéria vegetal podera ser usada para fins energéticos;
a recuperacdo de metais e o aumento do preco do solo. A sustentabilidade deste estudo reside
em vérios exemplos de Inglaterra e do Pais de Gales, em que o modelo economico de
fitorremediacéo integrada é adotado. A margem de lucro é calculada somando o lucro do
rendimento energético da biomassa ao lucro da valoriza¢@o dos terrenos, subtraindo o custo do
plantio e da recuperacdo dos metais. Neste contexto, poderdo surgir assim novos postos de
trabalho ligados a fitorremediacdo, sendo que a floresta em Portugal gera 113 mil empregos
diretos (2 % da populacdo ativa) (https: // www.pefc.pt/ certificacao-gfs/ introducao/ floresta-
portuguesa - Acedido em Margo 2017).

Esta arborizagcdo de areas agricolas contaminadas, encontra um vazio na lei e nos
documentos de revisdo a lei, nunca se mencionando o caso de remedia¢cdo de solos com
nenhuma espécie do coberto vegetal. Assim, seria interessante equacionar, a nivel juridico, a
fitorremediacdo de solos com espécies vegetais ja estudadas e devidamente enquadradas no
panorama nacional e florestal ou silvicola, como solugdo para casos similares ao dos solos
agricolas contaminados junto e ao redor da mina de Neves-Corvo. Adaptando uma perspetiva

ambiental, a fitorremediacdo para além da remediagdo valoriza a area afetada. Se a opcao for
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tirar lucro do processo, um estudo preliminar para a otimizacdo dos processos tera de ser
elaborado. Um primeiro modelo tera de analisar os lucros obtidos, caso opte pela rotacao, num
primeiro hectare consoante 0 ano a que se pretenda fazer. Todos o0s cenarios terdo de ser
estudados para tornar possivel um modelo financeiro, no entanto, a fitoestabilizagdo baseia-se
simplesmente na retencéo dos metais na zona da rizosfera por parte das plantas, sem o intuito
de lucro, no processo.

Segundo Sharma e Pandey (2014), os problemas que a fitorremediacdo encontra na Unido
Europeia séo varios, pois a nivel politico e empresarial o conhecimento é limitado, ndo havendo
ligacdo entre a investigacdo, empresas e setor politico. A legislacéo europeia, ndo considera a
fitorremediagdo com aplicabilidade corrente, junto com as demais técnicas usadas. Essas
técnicas que, nalguns casos, poderéo ter revelado algum sucesso, embora a pre¢os elevados,
vao servir de comparagdo com um método ainda desconhecido para a maioria. Assim, a falta de
investimento, bem como o direito de propriedade, ndo encoraja o investimento iniciativas
privadas. No entanto, o sucesso e a divulgacdo da fitorremediagdo como técnica de
descontaminacdo de solos, passa por resultados praticos e efetivos de projetos em zonas de
risco, como € o caso das Minas de Neves-Corvo. Justifica-se, assim, para continuacdo deste
estudo, a promocgédo de projetos de fitorremediagdo e integracdo com todos os agentes
envolvidos, empresa mineira, entidades politicas, ambientais e universidade (investigacdo), para
andlise e arborizacdo de areas contaminadas. A divulga¢do dos resultados e a formulacdo de
um itinerdrio técnico, considerando as principais conclusdes obtidas neste estudo, seriam assim

de particular relevancia para a introducao de solu¢gBes nas areas contaminadas com arsénio.
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5.Consideracg0des finais

O problema da poluicdo ambiental deve ser enquadrada de forma primordial, pois a maioria
dos seres humanos depende de recursos naturais, presentes e interligados ao meio ambiente,
como meio de subsisténcia. O ambiente, como sistema de apoio a sobrevivéncia humana, bem
como provedor de meio fisico e matérias-primas necessarias para o progresso s6cio e econémico
da humanidade, é um ex libris para a humanidade que devera ser salvaguardado. Assim,
organizacfes mundiais, continentais e nacdes tracam metas para que a poluicdo ambiental ndo
seja um flagelo, mas sim algo controlado e com solucdes. Neste enquadramento, as diferentes
componentes do ambiente (solo, ar e 4gua) em torno das minas fica em risco. Em alguns casos
(nomeadamente, na regido de Neves-Corvo), a maior parte dos terrenos que circunscrevem o
perimetro das minas séo terrenos agricolas. Nestes ambientes contaminados, potencia-se a
passagem de elementos toxicos para 0s organismos (plantas e animais) que integram a cadeia
alimentar das sociedades humanas.

Um dos maiores contaminantes que deriva da exploracdo de minérios € o arsénio. Este
contaminante é mutagénico, citotdxico e genotéxico, estando associado ao cancro da pele, rim,
pulméo e bexiga, afetando todo o tipo de animais, estimando-se ainda que afete mais de 150
milhdes de seres humanos no planeta. Nos solos da Europa reconhecem-se vastas areas onde
0 arsénio ocorre em niveis elevados, ndo sé como contaminante mas como constituinte das
rochas. O arsénio esta associado a varios tipos de mineracdo, nomeadamente de Au, Ag, Cu,
Pb e Zn, sendo um indicador na prospecdo destas mineralizacdes.

Uma solucdo para a reducdo e mobilidade do arsénio no solo é a fitorremediacdo. Este
processo que é potencialmente barato e de facil implementacdo vem, de forma consistente,
apresentando resultados positivos nas Ultimas décadas em ambientes associados a exploragéo
mineira.

O uso de plantas adequadas ao terreno e com tolerancia a elevados teores de contaminantes
(nomeadamente, arsénio), pode favorecer a acumulag¢do nos tecidos, nomeadamente na zona
radicular. Por vezes existe ainda translocacdo dos elementos, em pequenas concentra¢des, para
outras partes da planta (caule e folhas), ndo influenciando, de forma significativa, as suas
atividades e metabolismos primarios. Neste contexto, ndo s6 as camadas superiores ficam
abrangidas por este meio de descontaminagdo, mas também horizontes mais profundos do solo
podem ser positivamente visados, face a agdo de raizes profundas de arvores (nomeadamente,
salgueiros ou eucaliptos).

Este estudo partiu da andlise aos solos na zona envolvente a mina de Neves-Corvo e S&o
Domingos. A observacéo dos teores de arsénio na zona da mina de Neves-Corvo alertaram para
o facto de a média dos valores das 44 amostras estar acima dos limites usados como maximos
e possiveis de intervencéo estipulados pela Agéncia Portuguesa do Ambiente para o territério
nacional e em alguns casos acima do valor de fundo da zona. Neste panorama, o Eucalyptus,
gue ocupa quase 27 % da area florestal portuguesa, e tendo algumas espécies sido utilizadas

para estudos de fitorremediacdo, apresenta resisténcia a toxicidade induzida por metais e
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semimetais. Assim, selecionaram-se duas espécies E. globulus e E. nitens, para aferir as
respetivas capacidades ecofisiolégicas para utilizacdo em sistemas de fitorremediacao.
Verificou-se que a E. globulus e a E. nitens se desenvolveram em solos contaminados com 33 e
66 g em arsénio. As duas espécies revelaram teores elevados de arsénio na zona da raiz, mas
a absorcao deste elemento para os caules e as folhas sé foram registada no tratamento 200 da
E. nitens. A Eucalyptus globulus apresentou sempre niveis de desenvolvimento mais elevados
ao longo do desenho experimental, mas, face ao teor de arsénio nos solos, a E. globulus ndo
apresentou diferencas no seu desenvolvimento. Porém, o aumento da temperatura minimizou o
desenvolvimento vegetativo. A condutancia eletrolitica nas folhas de E. globulus permitiu
observar essa desaceleragéo. Por oposi¢cdo, o aumento da temperatura, aumentou os niveis de
clorofila total na E. globulus. Foi também em Maio que os valores das trocas gasosas,
nomeadamente a conduténcia estomatica e a transpiracdo diminuiram, prevalecendo uma
recuperacdo em Julho, e ndo se registando diferencas na taxa fotossintética liquida nestes
meses. Analisando os parametros da fluorescéncia da clorofila a, ndo se verificaram danos
substanciais nos fotossistemas da E. globulus.

Nas folhas do tratamento 200 da E. nitens detetaram-se, teores de arsénio dentro dos limites
de toxidade 5 — 20 pg de As g*. No entanto, na E. nitens, o desenvolvimento da biomassa néo
foi idéntica ao da E. globulus, tendo as plantas controlo apresentado menor crescimento e
biomassa. Conclui-se assim que o arsénio ndo afetou o desenvolvimento destas plantas. J& os
resultados relativos as trocas gasosas, no tratamento 200 revelam alteragBes apreciaveis. A
fluorescéncia da clorofila a, em Julho, revela valores de Fo maximos e de Fv/Fm minimos,
permitindo concluir que existe um efeito inibitério nas antenas dos fotossistemas. Para o mesmo
grupo de plantas, outros parametros de fluorescéncia (¢e, ETR e Fv/Fw) apontam para uma
tendéncia de toxicidade do arsénio. O mesmo se pode concluir através dos valores maximos
detetados para o Fs/Fm € a inibicdo cronica do PSIl. No tratamento 100 na E. nitens, ndo se
evidenciaram efeitos do arsénio.

Equacionando o sistema piloto de fitorremediacdo implementado neste estudo, concluiu-se
que as duas espécies concentram niveis de arsénio relativamente elevados na raiz. No entanto,
neste enquadramento a E. nitens, transloca uma parte relevante do arsénio para as suas folhas
(tal como se visualizou no tratamento 200). Tendo em conta o comportamento das duas espécies
e a sua interagdo com as diferentes contaminacdes de arsénio, concluiu-se que, em Portugal, a
E. globulus sera mais eficiente em sistemas de fitorremediacao para solos contaminados com
arsénio.

O encerramento das minas, apés esgotamento dos recursos, obriga a que se estudem formas
de monitorizagdo ambiental para as zonas contaminadas. Assim, a fitorremediacdo com a E.
globulus surge como uma solucdo possivel. Portanto, a continuacdo deste estudo devera
considerar a implementacgéo de E. globulus em sistema scale up, huma zona mineira com teores
elevados de arsénio. Contudo, reconhecendo-se qua a idade das plantas se correlaciona
diretamente com a sensibilidade a toxicidade nutricional, este processo deveria ainda considerar

diferentes parametros. Assume-se que s6 neste contexto se podera confirmar a
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ecosustentabilidade das capacidades do eucalipto, enquanto agente biolégico da

fitorremediacao.
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