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ROSSI, Sarita Carneiro. Fisiologia de leguminosas com potencial fitoextrator para o
metal pesado cAdmio. 2007. 60 f. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia da Produgao
Agricola) — P6s—Graduagao — IAC.

RESUMO

A contaminagdo do solo por metais pesados (MP) toxicos as plantas e aos animais tem
sido promovida, principalmente, pela acdo antropogénica. A presenga de metais como o
cadmio (Cd) no solo ¢, hoje, uma realidade. Por isso, ha a necessidade de se
desenvolver técnicas de fitorremediacdo, como a fitoextragdo, que envolve o uso de
plantas acumuladoras de MP para removerem poluentes inorginicos do ambiente. O
presente trabalho teve por objetivo determinar o potencial fitoextrator das leguminosas
Canavalia ensiformis (L.) D.C. e Crotalaria juncea L. para o MP Cd, por meio de
estudos fisiologicos, € a sua influéncia na nodulagao das espécies. Os experimentos
foram realizados sob condi¢des de luz e temperatura naturais, em casa de vegetagao. Os
dois experimentos tiveram os tratamentos iguais, ou seja, foram utilizadas trés
concentragdes de Cd (0, 25 e 100 umol L™) e plantas das duas espécies, com e sem
inoculagdo de estirpes de rizobio. Foram realizadas analises de crescimento de todas as
partes das plantas e também a quantificagdo de Cd e de nitrogénio total, além da
atividade da enzima nitrogenase. Verificou-se que a germinagao de feijado-de-porco ndo
foi inibida e a de crotalaria foi inibida apenas na maior concentragdo. De maneira geral,
as plantas de feijao-de-porco foram mais afetadas na maior concentragdo, inclusive a
producdo de nodulos radiculares. Pelo indice de translocagdo observou-se que o Cd
transloca melhor em concentra¢des mais baixas nesta espécie. As plantas de crotalaria,
por sua vez, ndo apresentaram caracteristicas de plantas fitoextratoras. Pode-se concluir
que as plantas de feijdo-de-porco t€ém maior potencial para a fitoextracdo que as de
crotalaria e que a fixacdo de N pelos nodulos de feijao-de-porco ndo ¢ afetada pela

presenca de Cd.

Palavras-chave: Canavalia ensiformis (L.) D.C., Crotalaria juncea L.,

fitorremediagao.
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ROSSI, Sarita Carneiro. Physiology of Leguminous with phytoextractor potencial
for metal heavy cadmium. 2007. 60 f. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia da
Producdo Agricola) — P6s—Graduacao — IAC.

ABSTRACT

The contamination of soil with heavy metals (HM) which are toxic to the plants and the
animals have been promoted, mainly, by the anthropogenical action. The metal presence
as cadmium (Cd) in the soil is, today, a reality. Therefore, there is the necessity of
developing techniques of phytoremediation for the degraded soil. One of these
techniques is the phytoextraction that involves the use of accumulative plants of HM to
remove inorganic pollutants of the environment. The present paper as for objective to
determine the phytoextractor potencial of the Canavalia ensiformis (L.) D.C. and
Crotalaria juncea L. for the HM Cd by means of physiological studies and the influence
of this metal in the nodulation of the species. The experiments were conducted under
conditions of natural light and temperature, in the greenhouse. The two experiments had
the equal trataments, that is, were used three concentrations of Cd (0, 25 and 100 pmol
L") and plants of the two species inoculated or not with lineages of rhizobia. The parts
of the plants had been carried through analyses of growth of all and also the
quantification of Cd and total nitrogen, besides the activity of the enzyme nitrogenase. It
was verified that the germination of jack bean was not inhibited by the presence of Cd
while the germination of crotalaria was inhibited only in the highest concentration. In
general, the jack bean plants were more affected in the highest concentration, also the
production of nodules. For the translocation index it was observed that the Cd move
better in lower concentrations in this species. The crotalaria plants, in turn, did not
presente characteristics of phytoextraction plants. It can be concluded that the jack bean
plants have greater potential for phytoextraction that of crotalaria. and that the fixation

of N, in the jack bean nodules is not affected by the presence of Cd.

Key-words: Canavalia ensiformis (L.) D.C., Crotalaria juncea L., phytoremediation.
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1 INTRODUCAO

A degradacao ambiental promovida, principalmente, pela acdo antropogénica,
tem exercido forte pressdo sobre a qualidade dos ecossistemas. A contaminacao do solo
por metais pesados (MPs) toxicos as plantas e aos animais tem sido uma constante.
Neste sentido, a presenga de metais como o cadmio (Cd) no solo ¢, hoje, uma realidade
(KHAN et al., 2000; PAIVA et al.,, 2002). No Brasil, ndo existem estatisticas da
extensdo da contaminacao por MPs, mas sabe-se que esta ocorre em todo territorio
nacional (PEREIRA, 2004).

Dentre os MPs, encontram-se elementos essenciais para o desenvolvimento
vegetal, como Fe, Cu, Mo, Mn, Zn ¢ outros considerados tuteis ao desenvolvimento
como o Ni. Entretanto, outros metais como Cr, Cd, Pb, As e Hg ndo tém agao biologica
conhecida e sdo considerados toxicos as plantas (McBRIDE, 1994; MARSCHNER,
2002). Porém, quando ocorrem em elevadas concentragcdes, podem causar danos ao
meio ambiente ¢ a cadeia alimentar. Esses contaminantes podem se concentrar no ar,
nas aguas subterraneas e superficiais, no solo, alterando as suas caracteristicas e as
circundantes (ROMEIRO, 2005).

A contamina¢do do solo por MP ¢ um tema bastante discutido, devido a
presenca desses elementos em diversos materiais adicionados ao solo como residuos de
mineracao e siderurgia, fertilizantes fosfatados e agrotoxicos, corretivos, lodo de esgoto,
composto de lixo urbano, deposi¢do atmosférica de emissdes industriais, baterias, etc. A
preocupacdo ambiental com relacdo as areas onde estes elementos se acumulam tem
aumentado e o problema ¢é agravado pela provavel absor¢do pelas plantas e pela
introdu¢io na cadeia alimentar (KARENLAMPI et al., 2000; ANDRADE, 2001;
PAIVA etal., 2002; BARRIQUELO et al., 2003).

O metal Cd est4 entre os elementos mais toxicos para os humanos. Pode causar
disturbios nas fungdes renais e osteoporose (HANSSON et al., 2005) além de enfisemas
pulmonares, destruicao dos eritrocitos e cancer (GHOSROY et al., 1998).

A remediacdo de areas contaminadas € alcangada por inimeras tecnologias que
envolvem processos quimicos ou fisicos. Dentre estas tecnologias, destacam-se a
biorremediacdo e a fitorremediacdo (FR) que sdo opg¢des que promovem a limpeza do

local ou removem elementos contaminantes do solo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).



Mais recentemente, uma aten¢ao maior tem sido dada ao desenvolvimento da FR
para recuperar solos contaminados (SHEN et al., 2002). Embora com algumas variagdes
conceituais, a FR pode ser definida como uma estratégia de biorremediacdo que consiste
em procedimentos que envolvem o emprego de plantas e da microbiota associada a suas
raizes e de amenizantes do solo, além de praticas agronémicas que, se aplicadas em
conjunto, removem, imobilizam ou tornam os contaminantes inofensivos ao
ecossistema, mantendo as propriedades fisico-quimicas do solo (CUNNINGHAM et al.,
1996; KHAN et al., 2000; SUSARLA et al., 2002).

O processo conhecido como fitoextragdo, que ¢ uma técnica de FR, envolve o
uso de plantas acumuladoras de MP para removerem poluentes inorganicos do ambiente
(ROBINSON et al., 2003; SALT, 2005).

A planta ideal para a fitoextragdo de MP deve ser tolerante as suas altas
concentragdes, acumular grandes quantidades na parte aérea, ter alta taxa de
crescimento, produzir muita biomassa e ter sistema radicular abundante (GARBISU &
ALKORTA, 2001).

Virias evidéncias sugerem que os microrganismos do solo possuem mecanismos
capazes de alterar a mobilidade do metal contaminante com subseqiientes efeitos no
potencial de absor¢ao da raiz. Por exemplo, podem catalizar reagdes redox, alterando a
mobilidade de metais no solo (LASAT, 2002). Por outro lado, existem evidéncias de
que a presenca de MP pode alterar, significativamente, as populacdes de
microrganismos do solo, modificando as interacdes destes com as raizes (GIBBS et al.,
2005).

As leguminosas capazes de estabelecer simbiose eficiente com bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico (N;) sdo espécies promissoras em programas de
revegetacdo com leguminosas em solos degradados. O desenvolvimento de trabalhos de
revegetacdo com leguminosas em solos contaminados requer, entre outros fatores, a
obtencao de rizobios tolerantes a toxicidade de MPs (MATSUDA et al., 2002).

O presente trabalho teve por objetivo determinar o potencial fitoextrator das
leguminosas Canavalia ensiformis (L.) D.C. e Crotalaria juncea L. para o MP Cd por

meio de estudos fisioldgicos e a influéncia deste metal na nodulagdo das espécies.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes Gerais

A contaminagdo ambiental por MPs se tornou extensa com o aumento das
atividades de mineracdao e industrial no final do século XIX e inicio do século XX.
Esses contaminantes tém afetado progressivamente mais e mais ecossistemas diferentes
devido a acdo antropogénica: efluentes industriais, residuos de lixo, lodo de esgoto,
atividades maritimas, uso de fungicidas, depoésitos de lixo doméstico, etc (BENAVIDES
et al., 2005).

Consideram-se MPs os elementos metalicos, de densidade maior que 5 g cm™,
que possuem a capacidade de exercer efeitos toxicos em células microbianas e em
outras formas de vida (TAN, 2000). Alguns metais como, Rb, Cs, Al, Cd, Ag, Au, Hg e
Pb nao apresentam uma fun¢do essencial em plantas (ANDRADE, 2001). De 90
elementos naturais, 53 sio MPs (BENAVIDES et al., 2005).

Os MPs ocorrem naturalmente, constituindo menos de 1% das rochas da crosta
terrestre. Eles podem ser liberados pelo intemperismo provenientes de fontes geoldgicas
ou adicionados ao solo pela atividade humana como mineragao, aplicagao de defensivos
agricolas e fertilizantes (CAMARGO et al., 2001).

A presenca de MPs, essenciais ou ndo, na atmosfera, solo e 4gua, em
quantidades excessivas pode causar sérios problemas para todos os organismos. Por
1sso, ha a necessidade de se conhecer as interacdes planta-metal para a seguranca do
ambiente e também para reduzir os riscos associados a entrada do MP na cadeia
alimentar (BENAVIDES et al., 2005).

Os MPs nao alteram suas propriedades quimicas, apenas variam entre as formas
insoluvel e soluvel, sendo esta Gltima ideal para a absor¢do pelas plantas (ROMEIRO,
2005).

As plantas, quando submetidas a ambientes contaminados por MPs, apresentam
uma série de distarbios fisiologicos e nutricionais. Entre os distirbios nutricionais tém-
se as interferéncias desses metais sobre a absor¢do, a translocacao e as fun¢des dos
nutrientes (PAIVA et al., 2002). Além disso, podem ser encontrados sintomas de
senescéncia, assim como baixas concentragdes de clorofila, de carotenodides ¢ de
proteinas, diminui¢ao da atividade da fosfatase acida, da peroxidagdo de lipidios e da

razdo de clorofila a/b comparadas com plantas ndo estressadas por metais (OLIVARES,



2003). Podem ocorrer ainda mudancgas nos seguintes processos bioldgicos: fotossintese,
respira¢do, atividade enzimadtica e crescimento, resultando em baixa produtividade

agricola (KARENLAMPI et al., 2000).

2.2 O Cadmio e sua Fitotoxicidade

O MP Cd situa-se em sétimo lugar na lista dos 20 compostos mais toxicos
existentes na natureza (AL-KEDHAIRY et al., 2001). Sua densidade é de 8,6 g cm™ ¢
sdo as atividades antropogénicas que liberam as quantidades mais preocupantes no meio
ambiente. Sdo elas: mineracdo, atividades metalirgicas, queima de combustiveis
fosseis, incineragdo do lixo, adi¢do de pesticidas e fertilizantes fosfatados, uso do lodo
de esgoto ou a produgdo, uso e dejeto de baterias (WAGNER, 1993; LAGRIFFOUL et
al., 1998).

Descoberto em 1817 por Stromeyer como uma impureza do carbonato de zinco
(Zn), este elemento quimico pertence ao grupo IIB da tabela periddica, juntamente com
0 Zn e o mercurio (Hg). Hoje em dia, a concentracdo de Cd na crosta terrestre varia
entre 0,15 ¢ 0,20 mg Kg' (MATTIAZO-PREZOTTO citado por Patricia Felipe
Cardoso, 2000).

Sao considerados solos poluidos por Cd aqueles que apresentam concentragdes
acima de 0,5 mg Kg' de Cd. Calcula-se que as emissdes antropogénicas de Cd se
situam em torno de 30.000 toneladas por ano (SANITA DI TOPPI & GABRIELLE,
1999).

Segundo Ernest (1996) a biodisponibilidade de MPs no solo ¢ regulada por
processos fisicos, quimicos e biologicos e suas interagcdes. No solo, o Cd apresenta-se,
principalmente, na sua forma disponivel, trocével, sendo facilmente absorvido pelas
plantas causando fitotoxicidade (SOARES et al., 2005). O controle da absor¢ao de Cd
pelas plantas depende da sua concentragdo, do pH, da capacidade de troca catidnica
(CTC) e da textura do solo (JAUERT et al., 2002). Para Singh & Soledad (2005), o pH
¢ um dos fatores que mais interferem na disponibilidade dos metais no solo. Conforme
Pierangeli et al. (2001), pequenas variagdes de pH podem causar grandes modificagdes
na disponibilidade de metais.

Se a contaminagdo do solo ird se tornar ambientalmente toxica ou ndo depende
de varios fatores: a) das condigdes fisico-quimicas do solo como, acidez, umidade,

presenca de argilas, 6xidos de Fe/Mn e matéria organica; b) do solo e da hidrologia, que



podem nao so6 diluir o contaminante como também transportar o efeito poluente da sua
origem a uma nova area e ¢) dos componentes microbiano e vegetal do ecossistema que
podem absorver e reciclar o metal (STEVENSON, 1986). A toxicidade dos MPs ¢
atribuida a habilidade de se ligarem a enzimas, provocando sua inativagdo ou mesmo
aumentando a atividade de algumas, resultando em alteragdes na sua fungao catalitica
(PAIVA et al., 2004).

O Cd ¢ um metal extremamente toxico para os seres vivos. Ele ¢ um poluente
muito significante devido as suas toxicidade e solubilidade na 4gua. Diferengas na
solubilidade, absorcdo, transporte e reagdes quimicas desse metal podem levar a
diferencas especificas na toxicidade dentro do corpo. Esta toxicidade envolve a neuro, a
hepato e a nefrotoxicidade (BENAVIDES et al., 2005). Os MPs acumulam-se
facilmente em plantacdes e, conseqiientemente, nos animais e até humanos pela cadeia
alimentar (LIN & LIN, 2005).

O Cd pode afetar as plantas em muitos aspectos: germinagdo, crescimento,
nutricdo, fisiologia, etc. Lee & Leustek (1999) sugerem que a presenga de altos teores
de Cd pode impedir o acimulo de enzimas necessdrias para a desintoxicacdo das
plantas. Além disso, o Cd pode alterar a absor¢cdo de minerais pelas plantas, afetar a
abertura estomatica, a transpiracdo, a fotossintese, a permeabilidade da membrana
plasmatica, a transloca¢do do floema, interferir na absorcao, no transporte e uso de Ca,
Mg, P, K e agua. Todos estes efeitos da fitotoxicidade ao Cd podem aparecer mesmo
quando as concentracdes forem baixas (BENAVIDES et al., 2005).

Segundo Poschenrieder et al. (1989) o crescimento de plantas superiores em
substrato contendo Cd mostra disturbios no balango hidrico, afetando a elasticidade da
parede celular e inibindo a expansdo celular. A reducdo da biomassa ¢ efeito direto de
todas essas transformagoes sofridas mediante exposi¢ao ao Cd.

Peralta et al. (2001) afirmaram que doses altas de Cd podem causar desordens
metabolicas e inibi¢do da germinagdo em varias espécies. Munzuroglu & Geckil (2002)
afirmaram também que o Cd reduziu a germinacdo de sementes de lentilha, mostarda e
arroz. Normalmente, o estadio da germinagdo dentro do ciclo de vida da planta ¢ bem
protegido contra varios estresses. Porém, apos a inibicdo de processos de
desenvolvimento vegetativos subseqiientes as plantas tornam-se, em geral, sensiveis ao
estresse por MPs (LI et al., 2005).

Os efeitos do Cd variam em funcdo do tempo de exposi¢do da planta, sendo

muitas vezes, de recuperacdo impossivel dependendo da intensidade da toxicidade



(ROSSI et al., 1998). Quanto maior o tempo de exposi¢cdo das plantas ao Cd, maiores
sdo os danos sobre seus sistemas metabolicos, incluindo a produgdo de energia e/ou
sobre a sintese de proteinas formadoras do canal idnico através do qual o Cd entra nas
células (OLIVEIRA et al., 2001).

Para o Cd causar qualquer efeito toxico ou fisioldgico nas células, ele precisa
estar na forma idnica e entrar na célula (NIES, 1999). O Cd entra na raiz através do
tecido cortical e pelo espago apoplastico chega ao xilema, complexado por vérios tipos
de ligantes (CATALDO et al., 1988). Uma vez dentro da planta, o Cd torna-se
relativamente mével e pode influenciar a nutricdo mineral (HERNANDEZ & COOKE,
1997). Na parte aérea, o MP Cd se acumula preferencialmente nas células epidérmicas e
no mesoéfilo, dependendo da espécie em questdo. Os tricomas encontrados nas folhas
funcionam também como um importante compartimento de acumulacdo (MARIE-
PIERRE et al., 2005). Dentro das células de Thlaspi caerulescens, Salt (2005) verificou
que ha uma desintoxicacao dos ions metalicos pela compartimentalizagcao no vacuolo.

O primeiro efeito do Cd na planta ¢ indireto e afeta a abertura dos estomatos,
ocasionado pelo aumento do potencial osmoético nas folhas. O Cd também age
diretamente nas células-guarda e causa severa inibicdo do crescimento das raizes que
limita a absorcdo de agua e promove o fechamento dos estomatos. Quando a
concentra¢do deste metal se torna elevada, hd um declinio metabodlico com perda da
turgidez foliar e fechamento estomatal hidropassivo (SOARES et al., 2005).

Efeitos degenerativos no nucleo celular de tecido foliar de plantas de rabanete
submetidas ao Cd foram observados por Vitoria et al. (2006). Houve claramente uma
intensa degradacdo e posterior ruptura do envoltorio nuclear dessas plantas comparadas
com as ndo tratadas com este MP. Esta ruptura pode ter sido devida ao aumento da
producgdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS). Nas plantas, as ROS sao produzidas
em reacoes nas mitocondrias, nos cloroplastos e nos peroxissomos, envolvendo enzimas
antioxidantes como, por exemplo, a catalase e a superoxido dismutase, que sdo muito
importantes no metabolismo dessas ROS. J& foi demonstrado que o Cd induz a
formacao de ROS (FORNAZIER et al., 2002a).

Sabe-se que as dicotiledoneas acumulam altas quantidades de Cd em relagao as
monocotileddoneas (SICHOROVA et al., 2005). Estas espécies possuem mecanismos
que impedem que esses metais potencialmente toxicos alcancem a parte aérea por meio
das raizes, bombeando os ions metalicos de volta para o solo ou os armazenando em

seus compartimentos vacuolares (SALT, 2005).



2.3 Fitorremediacéo

E definida como uma técnica que utiliza plantas para retirar contaminantes do
meio ambiente (ANDRADE, 2005). A FR ¢ uma técnica ainda em desenvolvimento,
onde plantas superiores sdo utilizadas para neutralizar poluentes inorganicos, organicos
ou nucleotideos (TAN, 2000).

Muitas espécies de plantas conseguem absorver MPs através de suas raizes e
podem acumuléd-los nos tecidos vegetais (ANDRADE, 2005). Essas plantas que
conseguem acumular metais em altas concentracdes sdo chamadas de
hiperacumuladoras (GRATAO et al., 2005). Elas sdo capazes de acumular metais em
concentragdes 100 vezes maiores que os tipicamente medidos na parte aérea de plantas
ndo acumuladoras (LASAT, 2002; SHEN et al., 2002).

Essa idéia do uso de plantas hiperacumuladoras de MP surgiu com a descoberta
de diferentes espécies, geralmente endémicas de solos naturalmente mineralizados, que
acumulavam altas concentragdes de metais em sua folhagem (GARBISU &
ALKORTA, 2001).

Introduzida em 1983, a FR tornou-se uma tecnologia pratica ¢ com maiores
vantagens econdmicas do que as técnicas de substituicdo, de solidificacdo ou de
lavagem do solo (CHANEY et al., 2000). Para que a FR ocorra, os contaminantes
devem estar ao alcance da zona de raizes das plantas, estarem biodisponiveis e serem
biologicamente absorvidos (KHAN et al., 2000).

O uso de plantas que naturalmente acumulam metais e a aplicagao da engenharia
genética acelerariam o processo de transferéncia de toda essa tecnologia do laboratorio
ao campo. E essencial, portanto, investigar e entender como essas plantas funcionam e
quais caminhos metabodlicos e genes estdo envolvidos no processo. As plantas
hiperacumuladoras sdo resistentes aos MPs e capazes de acumular e transportar esses
poluentes do solo em altas concentragdes. Além disso, precisam ter boa capacidade de
absorgdo, acumulagio e biomassa aérea. E preciso notar que as concentragdes de metais
toxicos em solos contaminados sdo centenas de vezes maiores do que as plantas podem
tolerar (GRATAO et al., 2005).

Para se obter sucesso na FR, ¢ necessario conhecer o potencial fitotéxico dos
elementos contaminantes nas espécies vegetais com potencial para a introducdo em
areas contaminadas (SOARES et al., 2005). Com essa técnica, as propriedades fisico-

quimicas e biologicas do solo s3o mantidas e a fertilidade e a biodiversidade podem ser



melhoradas. Em contrapartida, sdo necessarias plantas com alta biomassa. Pode haver
uma certa demora no processo de descontaminacdo e ainda acontecer somente a
descontaminagdo da porg¢do superficial do solo (CITTERIO et al., 2003).

A FR ¢ uma tecnologia barata mas em solos com contamina¢ao muito profunda
ou com altas concentragdes ela ndo pode sozinha solucionar o problema e outras
técnicas devem ser empregadas (KHAN et al., 2000; ROBINSON et al., 2003;
GRATAO et al,, 2005). Mesmo assim, essa tecnologia apresenta uma série de
vantagens: permite a reciclagem de metais e produ¢do de madeira; ¢ uma solucdo
permanente; permite a aplicagdo in Situ; usa energia solar para realizar os processos; ¢
aplicavel a grandes variedades de contaminantes; tem grande aceitacao publica e ideal
para grandes areas de solos com contaminag¢do de médias a baixas concentracdes ou
quando se empregam amenizantes (WATANABE, 1997; ACCIOLY & SIQUEIRA,
2000). E necessario citar também algumas desvantagens: é mais lenta que outras
técnicas, depende da sazonalidade para o crescimento vegetal, pode ndo atingir 100% de
remediacdo, limita-se a camada superficial do solo e o contaminante deve estar na zona
radicular, ¢ ineficiente para contaminantes fortemente adsorvidos e pode resultar em
bioacumulagdo em animais (WATANABE, 1997; SUSARLA et al., 2002).

A FR envolve, por agdo direta ou indireta e pelo seu estimulo sobre a microbiota
rizosférica, a descontamina¢do por meio da extragdo ou degradagdo por diversos
processos conceituados como: fitoextracdo, fitodegradacdo, fitovolatizagdo e
fitoestimulagdo, além da fitoestabilizacdo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000; KHAN et
al., 2000).

O interesse na fitoextracdo tem crescido significativamente, seguindo a
identificagdo de plantas hiperacumuladoras de MPs. O entendimento dos mecanismos
fisiologicos das plantas na hiperacumulagdo e sobre a relacao entre a absor¢ao de Cd e
as caracteristicas do solo ainda ¢ limitado (YANAI et al., 2005).

A identificagcdo de espécies hiperacumuladoras de metais demonstra que as
plantas tém potencial genético para a descontaminagdo do solo (LASAT, 2002).
Existem trabalhos que demonstraram que a presenga de um determinado gene regula o
potencial de hiperacumulagdo de Cd em plantas de trigo (HANSSON et al., 2005).

O sucesso da fitoextragdo, como uma tecnologia de descontaminagao, depende
de varios fatores incluindo a extensdo da drea contaminada, a disponibilidade de MPs
para as raizes (biodisponibilidade) e o potencial da planta em interceptar, absorver,

acumular e tolerar MP na parte aérea. A planta deve ter crescimento rapido, alta



biomassa e ser facilmente colhida. Desta forma, o potencial de uma espécie como
fitoextratora depende da interacdo entre solo, metal e planta (KARENLAMPI et al.,
2000; LASAT, 2002). A fitoextracdo oferece beneficios como a manutencdo da
fertilidade do solo e a grande aceitagdo publica por ser uma tecnologia “verde”, além de
ter como fonte de energia a luz solar (KHAN et al., 2000; ROBINSON et al., 2003).

A fitoextracdo ¢ praticada em vdrias partes do mundo, entretanto no Brasil, ainda
ndo ¢ explorada por desconhecimento do mercado, falta de capacitagdo técnica e pelo
fato de serem as espécies conhecidas de plantas hiperacumuladoras, em sua maioria, de

clima temperado (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).

2.4 Nodulagéo e Metais Pesados

As leguminosas ja eram utilizadas pelo homem como alimento e para
enriquecimento do solo antes mesmo de se conhecer a habilidade que membros dessa
familia tinham em se associar com rizobios e desenvolver nodulos fixadores de
nitrogénio atmosférico (N;) (KERBAUY, 2004). As espécies Canavalia ensiformis (L.)
D.C. e Crotalaria juncea L., sdo leguminosas utilizadas para adubagdo verde, que
apresentam simbiose com bactérias da familia Rhizobiaceae, genericamente
denominadas rizobios.

Na associa¢do simbidtica entre leguminosas e rizobios, as primeiras suprem as
bactérias com fotoassimilados, principalmente sacarose, que sao fonte de energia para a
atividade da nitrogenase, enzima responsavel pelo processo de fixagdo do N, em
amonio. As bactérias, por sua vez, suprem as plantas com amonio que €, posteriormente,
utilizado por estas para a producao de compostos nitrogenados (KERBAUY, 2004).

A importancia dos microrganismos do solo ¢ resultado da sua atividade
metabolica que, interferindo diretamente nas caracteristicas e nas propriedades do solo,
proporcionam um ambiente adequado ao desenvolvimento das plantas. As bactérias do
solo compdem uma microcomunidade essencial ao ecossistema (DORAN & ZEISS,
2000).

Mudangas na composi¢cdo ou na atividade da comunidade microbiana do solo
podem ter efeitos prejudiciais no funcionamento do ecossistema. A contaminacdo por
metais, por exemplo, pode afetar drasticamente o crescimento, o metabolismo e a
diferencia¢do celular dos microrganismos do solo e a reciclagem de nutrientes. Isto

ocorre devido a multiplicidade e a variedade de componentes da parede celular e de



outras estruturas externas dos microrganismos que se ligam aos MPs. Os efeitos toxicos
dos MPs nos microrganismos devem-se ao bloqueio de grupos funcionais de moléculas
importantes, como enzimas e a desnaturagdo de proteinas ou a perda de integridade das
membranas celulares.

Em termos gerais, ¢ freqlientemente estabelecido que os metais toxicos afetam
0s microrganismos em ambientes naturais reduzindo sua biomassa e sua diversidade e
enriquecendo ou selecionando uma populacdo resistente, ou seja, a populagdo
microbiana ¢ afetada quantitativa e qualitativamente (ANDRADE, 2001).

A forga de ligag@o ou adesdo das bactérias as particulas do solo ou a planta pode
ser muito importante para o desenvolvimento da tolerancia ao metal (ALMAS et al.,
2005). Os microrganismos tém uma alta razdo area-volume por causa do seu menor
tamanho, o que fornece uma ampla superficie de contato para possivel interacdo com
metais encontrados no meio ambiente (LEDIN, 2000).

Algumas caracteristicas estruturais e bioquimicas conferem aos microrganismos
capacidade de sobreviver na presenca de concentragdes altas de MPs como, por
exemplo, paredes celulares impermedveis a determinados elementos, producdo de
polissacarideos extracelulares ou excrecdo de outros metabolitos que imobilizam o
metal potencialmente toxico (ANDRADE, 2001). Segundo Burnett et al. (2005), as
paredes das células bacterianas dispdem de um grande nimero de diferentes tipos de
grupos ativos funcionais de protons (carboxilico, amino, hidroxil, etc) que sdo ionizados
em fun¢do do pH ambiental. A deprotonacdo desses grupos funcionais confere
mudancgas eletrostaticas para a periferia da célula e confere, entdo, caracteristicas
anionicas a parede celular e a habilidade de ligar-se com os metais removendo-os do
meio.

Gadd (1992) define tolerancia como a habilidade que os microrganismos tém
para competir com os MPs pelos seus mecanismos intrinsecos, por exemplo, manter os
MPs fora de suas células por meio das bombas de efluxo. A resisténcia, por outro lado,
¢ a habilidade que os microrganismos tém de sobreviver na presenga de MPs, utilizando
mecanismos de desintoxicacdo produzidos diretamente em resposta aos MPs, por
exemplo, transfomando-os em formas in6cuas de metal.

Segundo Matsuda et al. (2002), as bactérias do género Rhizobium sao tolerantes

ao MP Cd, mesmo em concentra¢des altas como 60 mg L.
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2.5 Mecanismos de Tolerancia

As respostas das plantas ao excesso de Cd e outros metais ndo essenciais sao
diversas, sendo que alguns dos mecanismos no nivel celular podem estar envolvidos na
desintoxicacdo e, portanto, na tolerancia ao estresse causado pelo excesso de metais.
Estes mecanismos tém como principal objetivo evitar a acumulacdo de concentragdes
toxicas em locais sensiveis do interior celular (HALL, 2002).

Ha varios mecanismos de defesa da planta ao excesso de Cd como, por exemplo:
imobilizacdo, exclusdo, sintese de fitoquelatinas, compartimentagdo, sinteses de
proteinas do estresse e producdo de etileno (SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999).

A primeira barreira ao estresse por Cd ¢ a imobilizagdo que opera
principalmente nas raizes, na parede celular e por meio de carboidratos extracelulares
(mucilagem, calose, etc) (WAGNER, 1993). Os carboidratos da parede celular das
raizes podem adsorver ions metélicos de forma limitada, ndo sendo totalmente eficazes
ao excesso de metais (ERNST, 1996). A importancia desse mecanismo pode variar de
acordo com a concentracdo de Cd aplicada e, também, com a espécie envolvida
(SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999).

A exclusao de ions metalicos por meio da agdo da membrana plasmatica poderia
representar teoricamente o melhor mecanismo de defesa da planta, envolvendo canais
de Ca no interior da membrana (RIVETTA et al., 1997). Mesmo assim, os exemplos de
exclusdo em plantas superiores sdo bastante reduzidos. A presenca de mecanismos
especificos de absor¢do restringindo a entrada de ions téxicos seria outra forma de
exclusao (HALL, 2002).

Uma vez que o Cd entra no citosol, um sistema relacionado com o metabolismo
do enxofre ¢ ativado, produzindo importantes agentes complexantes chamados
fitoquelatinas, os quais sdo decisivos na desintoxicacao celular e na tolerancia ao ion
metalico (SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999). As fitoquelatinas formam vérios
complexos com o Cd, os quais quelam o metal evitando a circulagio de Cd* livre no
citoplasma (GRILL et al., 1985). Nos tultimos anos, as fitoquelatinas estdo sendo
amplamente estudadas em plantas superiores, particularmente em relagao a tolerancia ao
Cd (COBBET, 2000).

Acidos carboxilicos, como o citrico e malico e aminoacidos, como a histidina
sdo quelantes potenciais de MPs. Mesmo que ainda n3o se tenha demonstrado

claramente a relacdo entre a quantidade de acido produzido e a exposicdo ao metal
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(CLEMENS, 2001), esses ligantes organicos podem desenvolver um papel na
desintoxicacao e tolerancia ao excesso de MPs (HALL, 2002).

Um papel muito importante na desintoxicacdo e tolerdncia ao Cd ¢ a
compartimentag¢ao vacuolar a qual impede a circulacao de ions de Cd livres no citosol e
os forga a entrar numa érea limitada (SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999). A
acumulagdo do Cd no vacuolo, na forma livre Cd™ ou complexado a fitoquelatinas
requer um gasto energético, ja que ¢ transportado contra um gradiente de concentragdo
através do tonoplasto por sistemas de antiporte Cd"%/2H" ou de carregadores especificos,
no caso das fitoquelatinas (KROTZ et al., 1989).

Outro mecanismo de tolerdncia ¢ o aumento da expressdao das chamadas
proteinas de choque térmico que ocorre em resposta a varias condi¢des de estresse,
inclusive ao de metais Essas proteinas tém funcao de proteger as membranas do Cd pois
foram encontradas no nucleo, citoplasma e membrana plasmatica das células estudadas
(HALL, 2002).

O estimulo da produg¢do de etileno induzido pelo Cd foi observado por Mehlhorn
(1990) em Phaseolus vulgaris e o autor sugeriu que isso possa ser um mecanismo de

defesa da planta .

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-porco) ¢
Crotalaria juncea L. (crotalaria) fornecidas pelo Centro de Analise e Pesquisa
Tecnologica do Agronegdcio dos Graos e Fibras, do Instituto Agrondmico (IAC).
3.2 Condicdes de Cultivo

Os experimentos foram realizados sob condi¢des de luz e temperatura naturais,
em casa de vegetagdo do Departamento de Fisiologia Vegetal da UNICAMP -

Campinas SP, com as seguintes coordenadas geograficas: 22°49° 45 S, 47° 06 33 W

e altitude média de 670 m, no periodo de abril a maio de 2006, para o primeiro
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experimento, ¢ de marco a junho de 2006 para o segundo. A temperatura média foi de

25°C e 26°C, respectivamente, para o primeiro e segundo ensaio.

3.3 Tratamentos

Em ambos os experimentos os tratamentos foram iguais, ou seja, foram
utilizadas trés concentragdes de Cd (0, 25 e 100 umol L) e plantas das duas espécies,
com e sem inoculagdo de estirpes de rizobio.

Utilizou-se a solugdo de Hoagland & Arnon (1939) modificada contendo ou nao

N mineral e com a adi¢ao ou ndo de cloreto de Cd (CdCl,.2,5H,0) (Anexo I e II).

3.4 Instalacdo e Realizacdo dos Experimentos

Para o primeiro experimento, sementes das espécies de leguminosas Canavalia
ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-porco) e Crotalaria juncea L. (crotalaria), previamente
desinfestadas com hipoclorito de s6dio comercial a 1% por 5 minutos e lavadas com
agua destilada, foram colocadas para germinar em vasos plasticos de 500 mL contendo
areia lavada e esterilizada em autoclave a 121°C por 50 minutos.

Foram semeadas 5 sementes de feijao-de-porco e 15 de crotalaria por vaso. Nos
tratamentos com rizobio, somente sementes de crotalaria foram embebidas previamente
a semeadura em suspensdo de estirpe de rizobio (estirpe BR 2001 fornecida pela
EMBRAPA Agrobiologia, Seropédica — RJ) (VICENT, 1970). Para obtencdo da
suspensdo de rizobios para crotalaria, parte da cultura mantida em meio sé6lido (tubos
“estoque” em meio solido, conservados em geladeira) foi transferida para erlenmeyers
contendo meio de cultura “79” liquido (FRED & WASKMAN, 1928). Os frascos foram
colocados no escuro sob agitacdo constante (agitador Mod. NT712, Nova Técnica).
Ap6s 2 ou 3 dias de crescimento a suspensdo de rizobio foi utilizada apos determinagdo
do numero de células viaveis na cultura de rizébio (unidades formadoras de colonias -
UFC) (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Este método consiste em inocular diferentes
dilui¢gdes de uma suspensdo de Rhizobium na superficie de meio sélido, até obter uma
contagem de coldnias dispersas e isoladas, neste caso, de aproximadamente 10® células
de rizobio mL" de meio liquido. Todos os procedimentos microbiolégicos foram

realizados em camara asséptica de fluxo laminar (Veco).
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Nos tratamentos sem rizobio, as sementes de feijao-de-porco e crotalaria foram
embebidas apenas em 4gua destilada.

Apds 13 dias do plantio, foi realizado o desbaste mantendo-se uma planta por
vaso, para avaliagdo do desenvolvimento inicial. Selecionaram-se plantulas com alturas
semelhantes para manter o mesmo padrao no experimento. As plantas foram regadas
uma vez por semana com 100 mL de solu¢do nutritiva de Hoagland modificada (Anexo
1) Nos tratamentos com rizobio, as plantas receberam solucao nutritiva sem acréscimo
de nitrogénio (Anexo 2). Apds o desbaste, foram adicionados aos vasos mais 2 mL de
suspensao de rizébio.

As plantas permaneceram nos vasos até o final do experimento, 30 dias apds o
desbaste. Quando necessario, as plantas foram regadas com 4gua de torneira.

Para o segundo experimento, a semeadura foi feita em bandejas plasticas
contendo vermiculita lavada com sementes previamente desinfestadas com hipoclorito
de sddio comercial a 1% por 5 minutos e lavadas com agua destilada. Uma semana apos
a semeadura (apods a emissdo da folha primdria), as plantulas foram transplantadas para
vasos plasticos com capacidade de 2 L, com areia previamente lavada e autoclavada.
Para seguir um mesmo padrdo, escolheram-se plantulas de mesmo tamanho. Todos os
tratamentos receberam rizobio. As plantas tiveram suas raizes imersas em uma
suspensdo de rizobio (crotalaria- estirpe BR 2001 fornecida pela EMBRAPA
Agrobiologia, Seropédica — RJ e feijdo-de-porco- estirpe SEMIA 6158 fornecida pela
Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecuaria -FEPAGRO- Porto Alegre - RS) por dois
minutos, antes de serem colocadas nos vasos. O preparo das suspensdes de rizdbio
seguiu como descrito anteriormente.

A irrigagdo com 100 mL de solugdo nutritiva foi realizada uma vez por semana.
No primeiro experimento, o Cd foi adicionado desde a semeadura das sementes nas
concentracdes de 0, 25 ¢ 100 pmol L™ . Para o segundo experimento, o Cd foi colocado
no primeiro dia do transplantio nas concentragdes de 0, 25 e 100 pmol L™, na forma de
CdCl,.2,5H,0 diluido em solug¢do nutritiva. Quando necessario, regou-se as plantas com
agua de torneira.

As plantas permaneceram nos vasos at¢ o momento da coleta, 35 dias apos o

transplantio para o feijdo-de-porco e 42 dias para a crotalaria.
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3.5 Medidas de Crescimento

Todas as medidas de crescimento foram realizadas no final dos experimentos.
As medi¢des da altura e do numero de folhas visiveis foram feitas antes da separagao
das plantas em laminas foliares, caule + peciolos, raizes,cotilédones e nodulos. Apds a
determinacio da area foliar com o equipamento Model L. I 3.100 — Area Meter-SR n°
LAM 1018, Licor — USA, todo o material foi colocado em estufa para secagem a 60°C
por 72 horas. A seguir, foi determinada a matéria seca (MS) por pesagem e feita a

moagem de raizes, caules, folhas e nddulos para as outras determinacdes.

3.6 Determinacéo das Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram determinadas no foliolo central do primeiro trif6lio
completamente expandido, da base para o apice das plantas de feijao-de-porco do
segundo experimento no periodo da manha a partir das 8:00 hs. Devido ao reduzido
tamanho dos foliolos de crotalaria, insuficientes para completar a cadmara do aparelho,
estas medidas ndo foram realizadas com esta espécie. A caracteristica avaliada foi a
fotossintese liquida (A) determinada pela taxa de absor¢dao de CO, durante o processo
fotossintético. Quando mais CO;, ¢ consumido na fotossintese do que ¢ liberado pela
respiracdo, simultaneamente, o processo recebe o nome de assimilagdo aparente ou
fotossintese liquida. Essas medidas foram tomadas em sistema fechado (cdmara de
crescimento), com temperatura ¢ luminosidade controladas, com um analisador de gases

a infravermelho portatil, IRGA (Infra Red Gas Analyser, Li 6200, Licor).

3.7 Determinacéo do Potencial Hidrico Foliar

O potencial hidrico foliar foi medido por meio da camara de pressdo (Plant
Moisture Stress, PMS Instruments) apenas nas plantas de Canavalia ensiformis (L.) D.C
(feijao-de-porco) no segundo experimento devido ao reduzido tamanho das folhas da
espécie Crotalaria juncea L.. O potencial hidrico foliar mediu o estado hidrico da folha
com a reversdo do fluxo de seiva bruta no xilema do peciolo, apds o corte da folha. A

pressdo usada para a reversao da seiva ¢ igual ao valor do potencial hidrico foliar.
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3.8 Determinacéo dos Teores de Clorofila

As mesmas folhas utilizadas para as avaliagdes da fotossintese em feijao-de-porco
e as folhas mais jovens de crotalaria do segundo experimento foram usadas para a extracao
de pigmentos, segundo Hiscox & Israelstam (1979). Foram coletados 6 discos foliares
(0,64 cmz/por disco), dos quais 3 foram imersos em 5 mL de DMSO (Dimethyl sulfoxide),
em tubos de ensaio vedados e colocados no escuro. Os outros 3 discos coletados foram
colocados em estufa para secagem a 60°C por 48 horas e posteriormente pesados para
determinacdo da massa da matéria seca. Apo6s 24 horas, foram determinadas as leituras da
densidade otica das solugoes contidas nos tubos, a 645 e 663 nm. Os teores de clorofila
foram expressos em mg g MS (matéria seca) e calculados de acordo com as equagdes de

Arnon (1949) e Lichtenthaler (1987):

Clorofilaa=V x (12,7 x A663 — 2,69 x A645)
1000 x MS

Clorofilab=V x (22.9 x A645 — 4,68 x A663)
1000 x MS

Clorofila total = V x (20,2 x A645 + 8.02 x A663)
1000 x MS

3.9 Determinacédo da Atividade Especifica da Nitrogenase

Para avaliar a eficiéncia das bactérias na fixacdo de N,, foi realizada a
determinacdo da atividade especifica da enzima nitrogenase (Nase) no segundo
experimento utilizando-se a técnica de redugdo de acetileno (ARA), por cromatografia
gasosa (HARDY et al., 1968).

As raizes das plantas foram destacadas, lavadas e acondicionadas em frascos
com capacidade de 280 mL fechados hermeticamente com uma tampa de borracha e
10% da atmosfera do interior do frasco foi retirada com seringa e o mesmo volume foi
preenchido com acetileno. Apds 30 minutos de incubagdo, amostras de 0,5 mL de ar
foram retiradas dos frascos para dosagem da quantidade de etileno liberada. As

amostras foram injetadas em um cromatografo a gas (Shimadzu, série GC-14B) com
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detector de ionizacdo de chama e coluna de aco inoxidavel de 1,5 m e 1/8” com fase
solida constituida de Hayesep T. O gas de arraste utilizado foi o Ny, a um fluxo de 20
mL minuto”. As temperaturas do aparelho foram as seguintes: 80°C (coluna), 110°C
(injetor) e 150°C (detector). Como padrdes foram utilizados etileno (500 pmol L) e
acetileno (puro), ambos fornecidos pela White Martins. As avaliagdes quantitativas do
etileno liberado no interior dos frascos foram feitas a partir da comparagdo com o
padrio de etileno e os dados transformados em nmoles de etileno liberado mg” de

matéria fresca de nddulos.

3.10 Determinacéo de Nitrogénio Total no Tecido

Amostras de 0,1 g de material vegetal seco a 60°C (folhas e raizes do segundo
experimento) foram transferidas para tubos de digestio (tipo Folin-Wu), contendo 1 g de
mistura digestora (1000g de K,SO4 + 100g de CuSO4.5H,0 + 10g de Se), 3 mL de acido
sulftrico concentrado e 1 mL de perdxido de hidrogénio (H20,). Os tubos foram colocados
em um bloco digestor e aquecidos lentamente até a temperatura de 360°C, onde as
amostras foram digeridas ao ponto de ebulicdo da mistura, até a obtengdo de um extrato
esverdeado. Apds esse ponto, deixou-se em ebulicdo por mais 60 minutos. Os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente e ao conteudo adicionaram-se 5 mL de agua MilliQ. O
contetdo de cada tubo foi usado na dosagem de nitrogénio, segundo o método de Kjeldahl

(BREMNER, 1965).

3.11 Determinacdo dos Teores de Cadmio

Para a digestdo do substrato e das partes das plantas (raiz, caule e folhasdo
segundo experimento), utilizaram-se os métodos de via tmida e de via seca
respectivamente, para determinacdo do Cd por absor¢do atomica.

Para a via umida, foram pesados 2 g do substrato (areia) e colocados em tubos
para digestdo. Em seguida, adicionaram-se 5 mL de acido nitrico e os tubos foram
aquecidos a 120°C por duas horas em chapa elétrica. Depois do aquecimento,
completou-se o volume para 50 mL com &4gua deionizada. A posterior filtragem foi
realizada em papel de filtragem rapida faixa preta segundo Abreu (1997) modificado.

Para a via seca, foi pesado 1 g do material vegetal seco e moido. Em seguida, as

amostras foram colocadas em mufla a 500°C por duas horas e meia para incineragao.
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Apos o resfriamento, adicionaram-se 2 mL de acido cloridrico 6 N. As amostras foram
colocadas na chapa elétrica a 50°C por uma hora e meia, até ocorrer a evaporagao.
Adicionaram-se mais 10 mL de 4cido cloridrico 2 N e aqueceu-se por mais 5 min.
Foram realizadas duas filtragens que foram feitas em papel de filtragem rapida faixa
preta, sendo que entre uma e outra, mais 10 mL do acido nitrico 2 N foram adicionados.
Os baldes volumétricos utilizados foram completados com agua deionizada aquecida

para o volume de 25 mL, baseado em Abreu modificado (1997).

3.12 Célculo do Indice de Translocacéo

O indice de translocacao (IT) foi calculado baseado na quantidade acumulada de

Cd na planta, de acordo com Abichequer & Bohnen (1998), pela seguinte equagao:

IT = Teor de Cd na parte aérea (folhas + caule) X 100

Teor de Cd na planta

3.13 Célculo do Indice de Producéo Relativa

O indice de produgdo relativa, que traduz a influéncia do metal na variacdo de

produ¢do de matéria seca da planta, foi calculado segundo a equagao:

PR% = matéria seca produzida com a dose do metal X 100

matéria seca produzida na auséncia do metal

3.14 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Cada vaso constituiu uma repeticdo, sendo 7 repetigdes para cada tratamento e para
cada espécie, dispostas em delineamento experimental inteiramente casualizado.

Para a andlise estatistica, foi utilizada a andlise de variancia (teste F) e foram
realizadas andlises de regressao polinomial (linear e quadratica) para a comparagdo entre

os niveis de concentragdes de Cd.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Feijdo-de-Porco

No primeiro experimento, as sementes de feijdo-de-porco apresentaram um
atraso na velocidade de emergéncia na maior concentracdo de Cd utilizada (100 umol
L") (Figura 1). Porém, a partir do décimo dia, em todas as concentragdes, a
porcentagem de germinacdo ficou proxima de 100%. Munzuroglu & Geckil (2002),
empregando concentragdes entre 0,5 ¢ 0,8 mM de Cd, sendo esta tltima semelhante a
maior concentracdo utilizada neste trabalho, observaram que a porcentagem de
germinagdo de sementes de pepino e de trigo diminuiu conforme as concentracdes de

Cd para germinagao do que as espécies acima citadas.

100 +

80
Q
i
g 60 1 —e— controle
= —=— 25 umol L™
= -1
8 40 | —a— 100 umol L
X

20

O T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tempo (dias)

Figura 1 - Porcentagem de emergéncia de sementes de Canavalia ensiformis (L.) D.C.
em funcdo do tempo apos plantio, submetidas a diferentes concentragdes de cadmio
(umol L) sob temperatura e condigdes fotoperiddicas naturais. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%. Dados transformados arco seno Vx.

Apds a germinagdo, no desenvolvimento inicial das plantas, tanto a altura como

o numero de folhas diminuiram linearmente com o aumento das concentragdes
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utilizadas (Figuras 2 A, B). A area foliar diminuiu exponencialmente em funcao do
aumento das concentragdes de Cd (Figura 3). O crescimento de espécies de eucalipto
também foi reduzido com o aumento das concentra¢des de Cd (SOARES et al., 2005) ¢
plantas de cevada expostas a este metal também sofreram uma redugdo no crescimento,
segundo Guo et al. (2006). Poschenrieder et al. (1989) afirmaram que as plantas de
feijdo sdo altamente sensiveis ao Cd, no entanto, Andrade (2005) verificaram que,
mesmo com a adigdo de Cd, na concentragio de 5 pmol L™ o crescimento do feijao-de-

porco nao foi afetado e ndo foi observada clorose nas folhas.
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Figura 2 — Altura (A) e namero de folhas (B) de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.)
L. submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%
Transformacdo \x para dados de numero de folhas.
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Figura 3 — Area foliar de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas a
diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

As plantas que receberam Cd na solugdo nutritiva (25 e 100 pmol L)
permaneceram com os cotilédones bem verdes, ou seja, ndo usaram as reservas € a
massa da matéria seca dos cotilédones aumentou com a concentragdo do metal na
solucdo, enquanto que as plantas controle (sem adicdo de Cd) utilizaram-se das reservas
cotiledonares para seu crescimento (Figura 4). Este fato contrasta com os resultados de
Rossi et al. (1998), os quais verificaram em plantas de feijdo que na presenca de Cd nas
concentragdes de 10 e 200 umol L™, houve um aumento no consumo das reservas

cotiledonares.

21



Matéria seca cotilédone (g)

09 -
08
07 1
0,6
05
04
03
0,2

0,1 -

y =0,0073x + 0,1061
r2 = 0,9005**

*

25

50

Concentragdo de Cd (umol L?)

75 100

Figura 4 — Matéria seca dos cotilédones de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

O efeito da adicdo de Cd foi evidente na produgdo de matéria seca das raizes e

caules, mas, principalmente, nas raizes (Figura 5 A e B), que apresentaram sinais claros

de toxicidade (atrofia e escurecimento) (Figura 6). Oliveira et al. (2001) observaram os

mesmos sintomas em plantas de aguapé na dose de 5 pmol de Cd. Segundo os autores,

esses sintomas podem ser resultados de alguma alteragdo no metabolismo da planta ou

mesmo da acumula¢do do MP nas raizes.

A massa da matéria seca das folhas ndo variou significativamente com a dose de

Cd adicionada a solugdo (dados ndo apresentados), entretanto, algumas folhas de plantas

tratadas com o metal apresentaram clorose (Figura 7).
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Figura 5 — Matéria seca da raiz (A) e do caule (B) de plantas de Canavalia ensiformis
(D.C.) L. submetidas a diferentes concentracdes de cadmio. ** Significativo a 1%.
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Figura 6 — Plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas a diferentes
concentragdes de cadmio. Nota-se diferenca no tamanho das raizes e sua coloragdo e
tamanho das folhas conforme as concentragdes de Cd aumentaram.

Figura 7 — Plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas a diferentes
concentragdes de caddmio. Nota-se acentuada clorose na maior concentracdo do MP.
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No segundo experimento, exceto a massa da matéria seca das raizes que nao

apresentou ajuste significativo (dados ndo apresentados), o niimero de folhas, a area

foliar, a altura e as matérias secas de caules e folhas, sofreram uma diminui¢ao

conforme as concentracdes de Cd aumentaram (Figuras 8; 9 A, Be 10 A, B). O Cd pode

reduzir o crescimento de caules devido a supressdo do alongamento das células

(SANITA DI TOPPI & GABRIELLI, 1999).
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Figura 8 - Numero de folhas de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas a

diferentes concentragdes de cadmio. * Significativo a 5%. Dados transformados Vx.
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Figura 9 — Area foliar (A) e altura (B) de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.
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Figura 10 - Massa da matéria seca do caule (A) e da folha (B) de plantas de Canavalia
ensiformis (D.C.) L. submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo

a 1%.
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Em relagdo a fotossintese, houve diminui¢do da taxa de absor¢do de CO, das
plantas com o aumento da concentragdo de Cd na solugdo (Figura 11). O mesmo foi
observado em plantas de soja, na presenca de Cd nas concentragdes de 0,1, 0,2 e 0,3
mM, por El-Shintinawy (1999). A presenca de Cd pode reduzir a taxa de absor¢do de
CO; devido a alteragdes provocadas nas fungdes dos estdomatos, no transporte de
elétrons e no ciclo de Calvin. O Cd também pode causar desordens na estrutura dos

grana dos cloroplastos e na sintese de clorofila (BARCELO et al., 1988).
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Figura 11 — Taxa de absor¢do de CO; (A) de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

O teor de clorofila total das plantas de feijado-de-porco diminuiu com o aumento
nas concentracdes de Cd na solucdo (Figura 12). Como descrito anteriormente, um dos
efeitos do Cd nas plantas é a alteracdo da biossintese de clorofila (VITORIA et al.,
2003). A conseqiiéncia dessa reducdo causou a clorose nas folhas das plantas. Essa
clorose pode ter sido provocada pela competicdo de Cd com o Fe pelos sitios de
adsor¢do na membrana plasmatica (SIEDLECKA & KRUPA, 1999). Os teores de
clorofila a e b das plantas nao variaram significativamente com a dose de Cd adicionada

(dados ndo apresentados).
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Figura 12 — Teor de clorofila total de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. * Significativo a 5%.

O potencial hidrico das plantas também diminuiu com o aumento das

concentragdes de Cd (Figura 13). Prasad (1995) relatou que a absor¢do de agua em

plantas de feijdo diminuia devido a adi¢do de Cd na concentragdo de 3uM.
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Figura 13 — Potencial hidrico de plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas
a diferentes concentra¢des de cadmio. ** Significativo a 1%.

A formag¢do de nddulos nas raizes das plantas foi afetada, sendo que o niimero de
nédulos diminuiu com o aumento nas concentragdes de Cd aplicadas (Figura 14). Os
nddulos apresentaram coloragdo interna avermelhada, o que indicou a presenga de
leghemoglobina e conseqiiente fixagdo ativa de N,. Chen et al., (2003) verificaram que
conforme as concentragdes de Cd aumentaram (20 a 100 mg L) a nodulaco diminuiu
acentuadamente, chegando a ser totalmente inibida, além dos nddulos apresentarem
coloracdo interna branca. A auséncia de nodulag¢do pode ser devido a uma inibi¢ao do

processo infeccioso levando a ndo formagao dos ndédulos (ZORNOZA et al., 2002).
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Figura 14 — Numero de nodulos por plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragcdes de cadmio. ** Significativo a 1% Dados
transformados Vx.

Em relagdo ao teor de nitrogénio nas diferentes partes da planta, houve aumento
dos teores de N na folha e no caule com o aumento nas concentragdes de Cd na solugao
(Figura 15 A, B). O teor de N da raiz e o acimulo de nitrogénio por planta ndo variaram
significativamente com a concentracdo de Cd aplicada (dados ndo apresentados).
Portanto, pode ter ocorrido um certo efeito de dilui¢do/concentragdo do N na planta,
oriundo da fixag¢ao bioldgica do N, pelo rizébio inoculado, ja que o N ndo foi fornecido

pela solugdo nutritiva.
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Figura 15 — Teor de nitrogénio total nos caules (A) e nas folhas (B) de plantas de
Canavalia ensiformis (D.C.) L. submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. **
Significativo a 1%.

Esses resultados contrastam com os de Chen et al (2003) que verificaram uma
diminui¢do na fixacdo do N, em plantas de soja nas maiores concentracdes (100 e 60
mg L) apesar de no inicio do experimento ter aumentado nas concentragdes menores

(20 e 40 mg L™). Entretanto, Wu et al. (2006), inoculando rizobactérias na presenca de
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Brassica juncea expostas ao Cd, verificaram um aumento no contetido de nitrogénio
total na planta. Esse aumento pode ser atribuido ao melhor desenvolvimento radicular
induzido pela inoculacdo das bactérias.

A atividade especifica da nitrogenase aumentou conforme as concentragdes de
Cd aumentaram (Figura 16), resultando em uma maior disponibilidade de amoénio para a

planta, tanto que o teor de nitrogénio total foi maior nos caules e nas folhas (Figura 15).
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Figura 16 — Atividade da nitrogenase em plantas de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

Gaulke et al. (2006) também verificaram esse aumento na atividade da enzima
nitrogenase em plantas de Alnus rubra, que nodula com Frankia, na presenga de MPs,
inclusive o Cd.

Apesar da diminuicdo do numero de nédulos observada em feijdo-de-porco na
presenga de Cd, pelos dados acima infere-se que esses nddulos estavam mais ativos.
Conclui-se que o Cd nao afetou a atividade dos rizobios desta espécie.

O indice de produgdo relativa para a concentragdo de 25 pmol L™ foi de 98,53%
e para a maior concentracao foi de 74,93%. O Cd afetou pouco a produgdo de matéria
seca das plantas de feijao-de-porco, provocando uma inbicdo de 27,05% na

concentracdo de 100 pmol L. Como a massa verde produzida por essa espécie ¢ bem
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alta, mesmo com a redugdo observada pode-se concluir que ndo houve um grande
impacto do Cd no desenvolvimento das plantas, com vistas ao uso do feijdo-de-porco na
fitoextragao.

Os teores de Cd nas raizes das plantas de feijao-de-porco aumentaram em fungao
do aumento na concentracdo de Cd na solugdo, enquanto que na parte aérea, as duas

concentragdes aplicadas apresentaram iguais teores de Cd (Figura 17 A, B).
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Figura 17 — Teor de cadmio nas raizes (A) e parte aérea (B) de plantas de Canavalia
ensiformis (D.C.) L. submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo
a 1%.

O acimulo de Cd na parte aérea também aumentou com o aumento na

concentracdo de Cd (Figura 18).
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Figura 18 — Acumulo de cadmio por planta de Canavalia ensiformis (D.C.) L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

O indice de translocagdo (IT) do Cd para o feijdo-de-porco foi de 68,9% para a
concentragdo de 25 pmol L™ e de 48,0% para a concentragdo de 100 pmol L. Isso
demonstra que na menor concentragdo, o Cd se move mais facilmente para a parte aérea
do que na maior concentragao.

Prasad (1995) sugeriu que o Cd ¢ facilmente absorvido pelo sistema radicular
das plantas e translocado, via xilema, para a parte aérea, pela transpiragdo. Chen et al.
(2003) verificaram em plantas de cenoura e rabanete, que a maioria do Cd foi absorvido
pela raiz e nao translocado para a parte aérea em maiores concentragoes.

A espécie Canavalia ensiformis (D.C.) L. apresentou, nestas condigdes
experimentais, caracteristicas de plantas com potencial fitoextrator. As plantas
acumularam grande parte do Cd aplicado na parte aérea e apresentaram alta biomassa.
No entanto, estes resultados devem ser confirmados em experimentacdo em solos

contaminados, com imposi¢do de condicdes reais, com vistas a fitoextracio de MP.
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4.2 Crotaléaria

No primeiro experimento, verificou-se uma menor emergéncia das sementes de
crotalaria na maior concentragio de Cd aplicada (100 pmol L), a qual atingiu um
maximo de 70%, enquanto que na menor concentracdo e na auséncia de Cd a
germinacdo foi praticamente 100% (Figura 19). Segundo Peralta et al. (2001), plantas
de alfafa sofreram reducdo na porcentagem de germinacdo decorrente da adigdo de Cd
nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40 ppm, concentracdes estas maiores que as aplicadas

neste trabalho.
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Figura 19 - Porcentagem de emergéncia de sementes de Crotalaria juncea L. em
funcdo do tempo apds plantio, submetidas a diferentes concentragdes de cadmio, sob
temperatura e condi¢des fotoperiddicas naturais. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% Dados transformados arco seno Vx.

Tanto para as plantas com rizébio como para as sem rizobio, houve diminui¢ao
na altura, nimero de folhas, na area foliar e nas matérias secas de raiz, caule ¢ folhas em
funcao do aumento nas concentra¢des de Cd na solugdo (Figuras 20 A, B; 21,22 ¢ 23 A,

B). Outros autores também afirmaram que o Cd afeta o crescimento das raizes e da parte
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aérea de varias espécies vegetais: rabanete (VITORIA et al., 2001), soja (FERREIRA et

al., 2002) e milho (WOJCIK & TUKIENDORF, 2005).
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Figura 20 — Altura (A) e numero de folhas (B) de plantas de Crotalaria juncea L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.
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Figura 21 — Area foliar de plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a diferentes
concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%.
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Figura 22 — Matéria seca das raizes de plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a
diferentes concentracdes de cadmio. ** Significativo a 1%.
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Figura 23 — Matéria seca dos caules (A) e folhas (B) de plantas de Crotalaria juncea L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%

Para verificar se houve interagdes entre os tratamentos com ¢ sem rizobio e as
diferentes concentracdes de Cd, a Tabela 1 mostra a significancia do teste F para as

plantas de crotaldria.
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Tabela 1 — Teste F para diferentes variaveis obtidas em plantas de Crotalaria juncea L.
submetidas a diferentes concentragcdes de cadmio sob temperatura e condicdes
fotoperiodicas naturais.

Rizibio (B) CI(A) (ol L) Interagles

Modidas semBl) com(B) O0(Al) 25(A) 10043 AXB BXAl BXA2 BXA3 AXBl AxR
Altura NS NS ok ok ok ok ok ok S sk

Ninero ce folhes NS NS ok * ok ok ok
Avea foliar NS NS ok ok ok ok ok ok N ok ok
Mhtéria seca raiz NS NS ok ok ok sk ok sk NS o ok
Mhtéria seca caulle NS NS ok ek ok ok ok ok NS ok ok
Mhtéria seca folha NS NS ek o ok ok ok ek NS ok ok

* 5% probebilicade ** 1%de probebilidade  NSréo significativo

Para todas as varidveis determinadas houve interacdo entre a presenca ou
auséncia de rizdbio e as concentragdes de Cd, exceto para a massa da matéria seca dos
cotilédones (dados ndo apresentados). Verifica-se ainda, pelas figuras 20, 21, 22, 23,
que as plantas com rizébio tiveram um desempenho em termo de crescimento menor
que as sem rizobio.

Para a matéria seca cotiledonar ndo houve diferenga significativa para as plantas
com e sem rizobio e nem mesmo ajuste com relagdo as concentragdes de Cd. As plantas
crescidas na auséncia de Cd (dose zero) sem rizdbio permaneceram com seus
cotilédones e as com rizobio utilizaram melhor suas reservas, visto que os cotilédones
cairam. No tratamento sem rizébio houve uma variagao grande de resultados de matéria
seca de cotilédones, o que pode ter levado a um alto coeficiente de variagdo e falta de
resultados estatisticos significativos.

As raizes e as folhas foram os 6rgdos mais afetados pelas concentragdes do MP
nas plantas de crotalaria. Por analises visuais, observou-se que as raizes apresentaram
um tom escuro, como Soares et al. (2005) ja haviam observado, e as folhas se
mostraram em forma de roseta. Além disso, muitas folhas apresentaram aspecto
clorético que pode ser resultado da competicdo entre Cd e Fe, como j& explicado
anteriormente, ou entdo, pela propria deficiéncia de nutrientes causada pelo Cd
(SIEDLECKA & KRUPA, 1999), j4 que este metal parece competir, por exemplo, com ions
K, Ca+2, Mg+2, Mn+2, Cu+2, Zn'™? (RIVETTA et al., 1997).
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A maior concentragdo de Cd afetou principalmente as plantas dos tratamentos
com inoculacdo de rizdbio, na altura e no numero de folhas. Chen at al. (2003)
demonstraram que conforme a concentracdo de Cd aumentava a altura e a area foliar
diminuia e portanto, um efeito do estresse causado por este MP.

O desenvolvimento de trabalhos de revegetacdo com leguminosas em solos
contaminados requer, entre outros fatores, a obtenc¢do de rizébios tolerantes aos niveis
toxicos de MPs. Neste trabalho, a nodulacao foi extremamente inibida, demonstrando a
falta de tolerdncia dessas bactérias ao Cd. Nenhuma planta que recebeu Cd nas
concentragdes de 25 ¢ 100 pmol L™ nodulou, sendo que a média do controle foi de 17
nodulos por planta (dados ndo apresentados). Segundo Andrade et al. (2004), o nimero
e a matéria seca de nodulos diminuiram significativamente com as doses crescentes de
chumbo no solo, em plantas de soja. Essa inibi¢do da nodulagdo pode ser explicada pelo
fato das bactérias do género Rhizobium, geralmente, diminuirem o pH do seu meio,
aumentando assim a disponibilidade e toxicidade dos metais (MATSUDA et al., 2002).
Ainda, segundo os mesmos autores, a menor tolerdncia das bactérias do género
Rhizobium aos MPs em comparagdo as outras bactérias fixadoras de nitrogénio ¢ a falta
de uma céapsula polissacaridica ao redor das células, que retém os MPs impedindo-os de
serem absorvidos.

Nao houve nodulacdo, mas mesmo assim pode ter havido a infec¢do e a
penetragdo do rizébio e, portanto, aumento do estresse pela presenga do rizobio e o do
Cd. Pela analise da Tabela 1, verificou-se uma diminui¢ao evidente do crescimento das
plantas com rizébio na concentracio de 25 pmol L™ em comparagdo com as plantas ndo
inoculadas, inferindo-se, assim, que pode ter havido a infec¢do destes microrganismos.
Segundo Pereira (2001) o Cd na presenga de microrganismos no solo pode transformar
os metais, através da metilagdo, em compostos ainda mais toxicos.

O cultivo de Trifolium repens L. na presenca de Cd, observado por Mc Grath et
al. (1988), resultou em baixos rendimentos da matéria seca, tanto da parte aérea como
das raizes. Nesta condi¢do, houve nodulagdo com ocorréncia de numerosos nodulos
pequenos e brancos, evidenciando a ineficiéncia da fixagdo de N,.

No segundo experimento, apenas o teor de clorofila a e matéria seca dos caules
e folhas ndo variaram significativamente com as concentragdes de Cd aplicados (dados
ndo apresentados). Todas as demais variaveis de crescimento (Figuras 24, 25 A, B e 26)

e nodulacdo (Figura 27) diminuiram linearmente com o aumento na concentracdo de
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Cd. Fornazier et al. (2002b) verificaram também esse efeito no crescimento de plantas

de cana-de-agucar submetidas ao estresse por Cd.
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Figura 24 — Altura de plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a diferentes

concentragdes de cadmio. * Significativo a 5%.
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Figura 26 — Matéria seca das raizes de plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a
diferentes concentragdes de cadmio. * Significativo a 5%.
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Figura 27 — Numero de nodulos por plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a
diferentes concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1% Dados transformados Vx.

Os teores de clorofila b e os de clorofila total diminuiram em fun¢do do aumento

na concentracdo de Cd (Figura 28), enquanto os teores de clorofila a ndo variaram

(dados nao apresentados). Houve clorose nas plantas com menor conteudo de clorofila.
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Figura 28 — Teor de clorofila b (A) e total (B) de plantas de Crotalaria juncea L.
submetidas a diferentes concentragdes de cadmio. * Significativo a 5% ** Significativo

Os teores e o acimulo de N total das plantas ndo variaram significativamente

concentragcdo de Cd (Figura 29).

(dados nao apresentados) e a atividade da nitrogenase diminuiu com o aumento da
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Figura 29 — Atividade da nitrogenase em plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a
diferentes concentracdes de cadmio. ** Significativo a 1%.

Arduini et al. (2006) verificaram também que em plantas de Miscanthus
submetidas a aplicagdes de Cd nas concentragdes de 0,75, 1,5, 2,25 ¢ 3 mg L' ndo
houve alteracdo do teor de N total na planta inteira sendo que a média para a parte aérea
foi de 25 g Kg'. Nas plantas de crotalaria, a diminui¢do da atividade da enzima
nitrogenase indicou que menos N proveniente da fixa¢do simbidtica estava disponivel
para as plantas, o que refletiu no seu crescimento. O indice de produgdo para a planta
toda para a concentragio de 25 pmol L foi de 86,62% e para a concentragdo de 100
umol L™ foi de 33,75%. Portanto, infere-se que a maior concentragio de Cd afetou
muito o crescimento das plantas (66,25% do crescimento foi inibido pelo Cd).

Nao foi possivel a realizagdo do célculo do indice de translocagdo para crotalaria
pela falta de material para quantificacdo de Cd, pois para se obter matéria seca
suficiente foi necessario juntar raizes, caules e folhas em uma mesma amostra. Por isso,
os resultados s3o apresentados para a planta toda (Figura 30), mostrando um aumento
linear no teor de Cd na planta em fun¢@o do aumento na concentragdo de Cd na solucgio.

O acumulo de Cd por planta ndo apresentou ajuste significativo em relagao ao Cd.
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Figura 30 — Teor de cadmio em plantas de Crotalaria juncea L. submetidas a diferentes
concentragdes de cadmio. ** Significativo a 1%

A espécie Crotalaria juncea L. apresentou ser mais sensivel a exposi¢do ao Cd
com comportamentos diferenciados nos dois experimentos, talvez pelas condi¢des de
cultivo ou mesmo das sementes, ou ainda, pela técnica de inoculagdo empregada.

As plantas desta espécie ndo apresentaram caracteristicas de uma boa planta
fitoextratora nestas condi¢des experimentais. Apesar das plantas de crotalaria possuirem
alta biomassa aérea, o desenvolvimento delas foi altamente inibido na presenca do Cd.
Além disso, esta espécie, nestas condi¢des de hidroponia, ndo apresentou caracteristicas

de acumuladora deste metal.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) A espécie Canavalia ensiformes (L.) D.C. (feijdo-de-porco) possui potencial
fitoextrator para o MP Cd.

b) O Cd nao inibe a germinagdo de sementes de Canavalia ensiformis (L.) D.C.

¢) O Cd nio interfere na fixagdo do N, pelos rizobios em Canavalia ensiformis (L.)
D.C.

d) A espécie Crotalaria juncea L. (crotalaria) ndo apresenta caracteristicas de uma
boa planta fitoextratora para o Cd.

e) A espécie Crotalaria juncea L. ndo ¢ tolerante ao Cd para a germinagdo de suas

sementes.
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7 ANEXO

7.1 Anexo | — Composi¢do quimica da solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1939)

modificada.
Solucéo Estoque 1M Relacao Solucéo Estoque
Solucéo Basica
Componentes Concentracao
gL mL.L™
Ca(NOs),.4H,0 236,16 4,0
KNO; 101,10 6,0
MgS04.7H,O 246,50 2,0
KH,PO4 5,28 1,0
KCl 71,70 6,0
CaCl,.2H,0 147,02 5,0
EDDHA Fe (6%) 83,30 0,5
H3;BOs 2,86 1,0
MnCl,.4H,0 1,81 1,0
ZnS04.7H,O 0,22 1,0
CuS04.5H,0 0,08 1,0
H>Mo004.H,O 0,02 1,0
CdCl,.2,5H,0 20,13
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7.2 Anexo Il — Composi¢ao quimica da solucao nutritiva de Hoagland & Arnon (1939)

modificada sem adi¢do de nitrogénio.

Solucgédo Estoque 1M

Solucéo Bésica

Relagéo Solugéo Estoque

Componentes Concentragéao
g.L? mL.L™

MgS04.7H,O 246,50 2,0
KH,PO, 5,28 1,0
KCl 71,70 6,0
CaCl,.2H,0 147,02 5,0
EDDHA Fe (6%) 83,30 0,5
H;BO; 2,86 1,0
MnCl,.4H,0 1,81 1,0
ZnS04.7H,O 0,22 1,0
CuS04.5H,0 0,08 1,0
H>Mo04.H,0 0,02 1,0
CdCl,.2,5H,0 20,13
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