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RESUMO GERAL

Os elementos-trago, entre eles o Cd, estdo presentes naturalmente nos
solos em diferentes concentragdes, mas estes teores estdo sofrendo incremento
devido a processos antropicos. A crescente conscientizagdo sobre a polui¢do do
solo no Brasil levou o Conselho Nacional do Meio Ambiente a desenvolver uma
legislagao nacional (Diretiva Conama 420/2009) propondo valores de referéncia
para avaliar a qualidade do solo. Estes valores foram definidos como "valor de
referéncia de qualidade", "prevencdo" e "investigagdo". Valores de prevengdo
visam determinar a adi¢do limite de elementos-traco ao solo para que ndo
comprometam as qualidades de suas fungdes. Esses valores foram estabelecidos
para todo o pais, mas cada Estado deveria desenvolver pesquisas, para validar o
valor proposto (por exemplo, 1,3 mg Cd kg de solo). Minas Gerais ainda nio
possui o valor de prevengdo para Cd estabelecido. Com base nisso, foram
realizados experimentos com plantas, a fim de propor um valor-alvo para Cd em
solos brasileiros, utilizando-se uma abordagem fisiologica e ecotoxicologica
combinada para a avaliag@o de risco. O experimento foi realizado utilizando-se
dois solos representativos do Estado de Minas Gerais (Latossolo e Cambissolo).
Os testes seguiram a normativa OECD-208, com quatro espécies de plantas
sensiveis ao metal. As plantas foram expostas a doses de Cd crescente (0,4; 0,72;
1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 244 mg kg'l) durante 21 dias. Além das varidveis
comumente avaliadas neste tipo de estudos, foram medidos também os seguintes
parametros para a avaliagdo de risco: germinagdo, crescimento das plantas,
atividade enzimatica, concentracdo de Cd na folha, indice de clorofila, trocas
gasosas, fluorescéncia, além de analises ultraestruturais. Em seguida, calculou-se
a concentracdo efetiva que inibe 50% dos parametros avaliados (EC50) e
derivado um valor perigoso para 5% dos parametros (HC5), que ¢ definido como
a concentragdo que protege 95% dos parametros. Os sintomas de toxicidade
foram mais severos nas plantas do Latossolo em comparagdo com o Cambissolo.
De posse dos EC50 aceitos, foram obtidos os HC5 (mg Cd kg™ solo seco) de
2,15 (Latossolo), 10,35 (Cambissolo) e 2,65 (para ambos os solos). Os diferentes
HCS5 obtidos estdo principalmente associados com as propriedades do solo que
afetam a fragdo de Cd disponivel. O ultimo valor esta de acordo com o valor
anterior para Cd em solos brasileiros (3,0 mg Cd kg™, para Sdo Paulo). Conclui-
se sugerindo que a adigdo de novos parametros fisiologicos como variaveis
adicionais para avaliar os riscos ecologicos de solos contaminados pode ser
relevante para a melhoria da sensibilidade dos ensaios com plantas. Além disso,
levando em considerac@o a heterogeneidade dos solos brasileiros, recomenda-se
ter uma gama de valores com base nas diferentes propriedades do solo.

Palavras-chave: Elemento-traco. Crescimento. Fotossintese. Fitotoxidez.



GENERAL ABSTRACT

Trace elements, such as Cd, are naturally present in soils at different
concentrations. However, these concentrations are increasing due to
anthropogenic activities. The increasing consciousness regarding soil pollution
in Brazil has led the Brazilian Environmental Councilto develop a national
legislation (Directive Conama 420/2009) proposing reference values for
assessing soil quality. These values were set as “quality reference value”,
“prevention” and “investigation”. The prevention values aim to determine the
limit of trace elements additions to the soil so that they do not compromise soil
quality and function. These values are an instrument for risk management and
have been set countrywide. However, each State should develop appropriate
research in order to validate the proposed nationwide value (e.g., 1.3 mg Cd kg
soil). Minas Gerais, Brazil still has no Cd prevention value established. Based on
this, we performed experiments with plants in order to propose a target value for
Cd in Brazilian soils, using a combined physiological and ecotoxicological
approach for risk assessment. The experiment was conducted using two
representative soils from the State of Minas Gerais (Oxisol and Inceptisol). The
tests followed the OECD-208 normative, using four plant species sensitive to the
metal. The plants were exposed to increasing doses of Cd (0.4; 0.72; 1.29; 2.3;
4.1; 13.6; 24.4 mg kg-1) during 21 days. In addition to the variables commonly
evaluated in these types of studies, we also measured the following parameters
for risk assessment: germination, plant growth, enzymatic activity, Cd
concentration in the leaf, chlorophyll index, gas exchanges, fluorescence, as well
as ultra-structural analyses. Next, we calculated the effective concentration that
inhibits 50% of each evaluated parameter (EC50) and derived a hazardous
concentration for 5% of the parameters (HCS5), which is defined as the
concentration expected to protect 95% of the parameters. The toxicity symptoms
were more severe in plants cultivated in the Oxisol when compared with the
Inceptisol. With the accepted EC50 values, we obtained the HCS values (mg Cd
kg dry soil) of 2.15 (Oxisol), 10.35 (Inceptisol), and 2.65 (for both soils). The
different values obtained for HC5 are mainly associated with soil properties
affecting the available Cd fraction in the soil. The last value is in accordance
with the previous value defined for Cd in Brazilian soils (3.0 mg Cd kg™, set for
Sao Paulo). We conclude suggesting that the addition of new physiological
parameters as additional variables to evaluate ecological risks of contaminated
soils may be relevant for improving the sensitivity of trials with plants. In
addition, considering the high heterogeneity of Brazilian soils, we recommend a
range of values based on different soil properties.

Keywords: Trace element. Growth. Photosynthesis. Phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As agdes antropicas vém modificando as condigdes de equilibrio
ambiental (ZHANG; LEE; JAHNG, 2012). A polui¢do do solo com elementos-
tragco (também denominados de metais pesados), pela intensificagdo das
atividades industriais, agricolas e urbanizacdo, ¢ um problema crescente e
responsavel por sérios impactos ao ambiente (ROMERO et al., 2013).

Diante desta realidade, os oOrgdos ou agéncias ambientais, utilizam
analises técnicas e valores orientadores para tomada de decisdes a respeito do
gerenciamento de areas contaminadas ou suspeitas de contaminacao, levando em
conta a utilizacao do solo sem ocasionar alteracdes de suas caracteristicas e com
isso, evitando perda de suas fungdes. Além disso, os aspectos de protegdo a
saude humana, aos ecossistemas, recursos naturais e as propriedades publicas e
privadas tém que ser contemplados.

A determinagdo de valores orientadores de qualidade do solo, embora
em desenvolvimento no Brasil, ja é bem estabelecida em paises como
Alemanha, Australia, Estados Unidos, Franga, Italia, México e, principalmente,
Holanda. O Estado de Sao Paulo foi o primeiro da Federagdo a estabelecer os
Valores de Referéncia de Qualidade (VRQ), valores de prevencao (VP) e valores
de investigagdo (VI) para solos e aguas subterrdneas, os quais foram
regulamentados no ano de 2001 e atualizados no ano de 2005 por meio da
Decisdo de Diretoria N°195-2005-E, de 23 de novembro. Os valores
orientadores de Sao Paulo (VP ¢ VI), com exce¢do do VRQ, foram os adotados
na Resolugdo CONAMA N°420 de 28-12-2009 (Conselho Nacional do Meio
Ambiente - CONAMA, 2009), para os demais estados brasileiros até que sejam
estabelecidos valores orientadores regionais para solos e 4gua subterranea.

No Estado de Minas Gerais, os valores orientadores de qualidade do

solo e das aguas subterraneas sdo regulamentados pela Deliberacdo Normativa
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Conjunta COPAM/CERH-MG n° 02, de 08/09/2010 e pela Deliberacao
Normativa COPAM-MG n° 166, de 29/06/2011 (Minas Gerais, 2010). Minas
Gerais, por meio da Fundacdo Estadual de Meio Ambiente - FEAM e convénio
com universidades mineiras (UFLA, UFV, UFOP, UFU e CETEC), foi o
segundo estado a estabelecer seus VRQs, e vem trabalhando na atualizagdo dos
VPs e VIs, por meio do Programa Solos de Minas, que é parte do Projeto
Estruturador do Estado de Minas Gerais.

No entanto, ndo existe uma padronizagdo metodoldgica que sirva como
modelo para a determinag¢do de valores de prevencdo para solos do Estado de
Minas Gerais. As plantas, que sdo importantes indicadores para determinacao
desses valores, absorvem elementos da solu¢do do solo, sejam eles benéficos ou
toxicos, entretanto sabe-se que, certos elementos sdo absorvidos
preferencialmente e que as caracteristicas de absor¢do variam de planta para
planta (FERNANDES, 2006). Quando ha ocorréncia de absor¢do de elementos
toxicos, as plantas tornam-se a principal forma de entrada destes compostos na
cadeia alimentar (SOARES et al., 2005).

Dentre os elementos-trago, o cadmio foi objeto de estudo deste trabalho,
na avaliacao de valores de prevengdo, pois, de forma direta ou indireta, inibe os
processos fisiologicos das plantas (KURDZIEL; PRASAD; STRZALKA,2004),
tais como: germinacdo de sementes, respiracdo, fotossintese e distribuigao de
nutrientes, acarretando na perda de produgdo vegetal (SANITA DI TOPPI;
GRABRIELLI, 1999).

Quando presentes, os sintomas visuais de toxidez sdo a resposta final de
uma série de distirbios metabolicos que se manifestam inicialmente em nivel
molecular, podendo atingir até modificagdes celulares para, posteriormente,
manifestar-se em Orgdos e organismos, quando os mesmos tornam-se visiveis

(FERNANDES, 2006).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A polui¢do ambiental ¢, atualmente, um assunto mundialmente
conhecido, devido aos problemas que tem causado diretamente ao bem estar e a
qualidade de vida das pessoas. As principais fontes dessa poluicao sdo a queima
de combustiveis fosseis, mineragdo ¢ fundicdo de minérios metalicos, residuos
urbanos, fertilizantes, pesticidas e esgotos (WEI; ZHOU, 2008).

A industrializagdo, segundo Rodrigues ¢ Nalini Junior (2009),destaca-se
como uma das fontes poluidoras que mais dispersa elementos toxicos, o que,
aliado ao rapido crescimento populacional e a algumas atividades agricolas,
aumenta o grau de poluicdo em diversos ambientes naturais, acarretando
profundas transformagdes no meio.

Entretanto, os produtos do agronegécio sdo de grande relevancia para o
Brasil, seja por sua importancia nas exportacdes, ou pela capacidade de geracao
de renda, que equivale a cerca de um ter¢co do produto interno bruto do Brasil
(FIGUEIREDO; SANTOS; LIMA, 2012). Ao fato de os setores agricolas e
agroindustriais constituirem importante fonte de crescimento econdmico, cresce
diariamente a necessidade de investimentos em técnicas que permitam a
melhoria da qualidade do solo e, consequentemente, dos produtos que nele serdo
produzidos.

Os fertilizantes minerais utilizados na agricultura para fornecimento de
nutrientes para plantas podem ser fontes de contaminag¢do com elementos-trago
(ETs) (CAMPOS et al., 2005). Em alguns sistemas agricolas, a entrada de ETs
no solo pela aplica¢do de fertilizantes e insumos pode ser maior que as saidas
através da absorc¢do pelas plantas e lixiviagdo. Por isso o uso continuado destes
insumos pode trazer acumulo de ETs ao solo (MOLINA et al., 2009).

Embora alguns desses elementos sejam nutrientes necessarios as plantas

e aos seres vivos, caso ultrapassem as concentragdes toleraveis, tornam-se
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perigosos, podendo causar impactos negativos ao ecossistema e, inclusive,
ameacar a saude humana (RODRIGUES; NALINI JUNIOR, 2009). Esses ETs
podem expressar seu potencial poluente pela possibilidade de transferéncia para
a cadeia alimentar por meio das proprias plantas (SOARES et al., 2005), em que
o consumo de vegetais e cereais ¢ a principal fonte de ingestdo de ETs por

humanos (KABATA-PENDIAS; MUKHERIJEE, 2007).
2.1 Elementos-traco

Na quimica ambiental, o termo elemento-traco ou, as vezes, metal
pesado tem sido usado para tratar de alguns elementos (metais cationicos e
oxidnions) presentes em baixas concentragdes (usualmente < 0,1%) em solos,
plantas e animais, incluindo seres humanos (PIERZYNSKI; SIMS; VANCE,
1994; SPARKS, 1995). J& o termo metal pesado ainda ndo tem definicdo
oficialmente proposta pela IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry). Entretanto, possui definicdes baseadas em propriedades quimicas,
nimero atdmico, massa atdmica e¢ densidade, e por este motivo ha confusdes no
uso deste termo (KABATA-PENDIAS, 2011). Dentre as definigoes,
consideram-se metal pesado aqueles que possuem densidade superior a 5 g cm™
(MALAVOLTA; MORALIS, 2006).

Alguns ETs s3o considerados essenciais por exercerem funcio
bioldgica, enquanto outros nao o sdo. Os principais ETs essenciais sdo, dentre
outros: ferro (Fe), zinco (Zn), cromo (Cr), selénio (Se) e niquel (Ni), enquanto
os ETs que nado apresentam nenhuma fung@o bioldgica sdo: arsénio (As), cadmio
(Cd), mercurio (Hg) e chumbo (Pb) (BARKER; PILBEAM, 2007). De acordo
com a Agency for Toxic Substances and Disease Registry- ATSDR (2011), os
ETs ndo essenciais citados anteriormente encontram-se nas primeiras posi¢des

da lista de poluentes prioritarios.
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2.2 Elementos-traco em solo

Os elementos-trago estdo presentes naturalmente nos solos, em
concentragdes varidveis de acordo com a sua génese. No entanto, estas
concentragcdes podem sofrer incremento devido a processos antrdpicos,
principalmente por fontes difusas. A maioria das informagdes disponiveis na
literatura brasileira refere-se a fertilidade do solo e poucas se referem a questao
ambiental.

Segundo Mattiazzo e Andrade (2000), trabalhos sobre comportamento
de elementos-trago em solos, sua fitodisponiblidade com consequente passagem
para a cadeia alimentar tém sido objetos de estudo bastante intensivos na
literatura mundial.

Os eclementos-traco interferem no funcionamento normal tanto das
plantas como da biota do solo, inibindo uma variedade de processos fisioldgicos
e bioquimicos, afetando a produtividade e a sustentabilidade dos ecossistemas e
induzindo danos, as vezes irreversiveis, ao “status” bioldgico, quimico e fisico
do solo (KLAUBERG-FILHO et al., 2005). Em areas contaminadas por esses
elementos, sdo comuns danos como perda da cobertura vegetal, alteragdo na
estrutura do solo, erosdo, perda de nutrientes e de matéria organica, diminuigao
da densidade de propagulos e da atividade da microbiota (LIAO; XIE, 2007;
VASQUEZ-MURRIETA et al., 2006).

O conhecimento das caracteristicas, especialmente em relacdo aos teores
naturais de elementos-trago do solo se faz necessario quando ha a sua utilizagao
para a agricultura, principalmente com aplicagdo de insumos que contenham
esses elementos. O solo se comporta como um dissipador de metais pesados que
chegam pela deposi¢do aérea de particulas emitidas por atividades urbanas e

industriais (BERMUDEZ et al., 2010; SCHUHMACHER; NADAL;
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DOMINGO, 2009), bem como de praticas agricolas (CHEN et al., 2008;
DRAGOVIC; MIHAILOVIC; GAJIC, 2008).

A contaminagdo de solos por As, Cd, Pb e Hg, pode levar a
contaminacdo das aguas através de processos de lixiviagdo e escoamento
superficial (GUILHERME et al., 2005), e de sedimentos através de processos de
precipitagdo e adsor¢ao (McBRIDE, 1994).

Ao avaliar entradas anuais de elementos-trago em terras agricolas
chinesas através de varias fontes, Luo et al. (2009) chegaram a conclusdo que
58-85% de As, Hg, Pb, e Ni das entradas totais anuais foram derivadas de
deposicdo atmosférica e apenas 8-25% e 5-30% de estrume animal e de
fertilizantes, respectivamente. Em contraste, cerca de 69% de Cu e 51% de Zn
eram de estrume animal. Para Cd, 55% das entradas foram de estrume animal,
35% da deposicao atmosférica, e apenas 8% dos fertilizantes (adubos compostos
principalmente).As principais fontes de Cr foram deposi¢do atmosférica (43%),

estrume animal (36%) e fertilizantes (20%).

2.3 Cadmio em plantas

Quando presente no solo, mesmo em concentracdes relativamente
baixas, o Cd ¢ absorvido pelas raizes das plantas e tende a se acumular em seus
orgdos, sendo essa a principal forma de entrada na cadeia alimentar
(STERCKEMAN; REDJALA; MOREL, 2011). Pressupde-se que o pH e os
cations H' e Ca®" sdo os principais responsaveis pela absor¢io da Cd na solugio
do solo (REDJALA; STERCKEMAN; MOREL, 2009; STERCKEMAN;
REDJALA; MOREL, 2011).

A acumulagdo de Cd causa desequilibrio na absor¢do de minerais, em
especial aqueles com a mesma valéncia, como Ca, Cu, Fe, Mn ¢ Zn (DONG:;

WU; ZHANG, 2006). A diminuicao do teor de Ca com a absor¢do de Cd pode
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ser explicada pela competicdo dos sitios de adsor¢@o nas paredes das células e
para os locais de absorcdo no plasmalema (LINDBERG; LANDBERG;
GREGER, 2004; PERFUS-BARBEOCH et al., 2002).

O aumento do teor de MDA (malondialdeido), produto da peroxidagao
de lipideos, apos a exposicdo ao Cd tem sido relatado em muitas espécies de
plantas (CHAOUI et al., 1997; DONG; WU; ZHANG, 2006; MONTEIRO et al.,
2009; PIOTROWSKA et al., 2010; SINGH; EAPEN; SOUZA, 2006; SMEETS
et al.,, 2005). Além disso, foi relatado o acumulo de prolina, indicadora de
estresse ambiental, que também tem importante papel na protecdo da planta
(YANG et al., 2011). O Cd também reduz a absor¢do de nitrato e seu transporte
das raizes para a parte aérea pela inibicdo da redutase do nitrato na raiz
(HERNANDEZ; CARPENA-RUIZ; GARATE, 1996).

Um efeito claro pode ser evidenciado na germinagdo de sementes em
solos com altos teores de cadmio, a atividade das o e P amilases ¢
significativamente  reduzida, comprometendo a respiragio (CHUGH;
SAWHNEY, 1996), resultando na inibi¢do do crescimento do eixo embrionario
e da radicula (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; SHAW; SAHU;
MISHRA, 2004).

O aparato fotossintético ¢ um dos locais na planta mais afetado pelo
excesso de Cd, pois esse pode causar danos as plantas tanto na fase fotoquimica
quanto na fase bioquimica da fotossintese (KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004). Na fase fotoquimica, os danos s3o mais severos no
fotossistema Il em comparagdo com o fotossistema I (CLIJSTERS; ASSCHE,
1985).

Esse elemento-trago interfere na fotossintese também por alterar a
atividade do ciclo de Calvin. A atividade de uma das principais enzimas
responsaveis pela fixacdo do carbono, a Ribulose 1-5 bisfosfato carboxilase

oxigenase, pode ser inibida por Cd, como foi mostrado em trabalhos com as
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espécies: Cajanus cajon (SHEORAN; AGGARWALA; SINGH, 1990), Oryza
sativa (LIDON; HENRIQUES, 1993), Lolium perene (MONNET et al., 2001).

O Cd interfere na sintese ¢ degradacdo de pigmentos ligados a
fotossintese, como clorofilas e carotenoides (KURDIZEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004). Este elemento pode substituir o Mg da molécula de
clorofila, resultando em perda da eficiéncia fotossintética. Além disso, pode
causar mudancas na estrutura dos cloroplastos e no arranjo dos tilacoides
(CHOUDHURY; PANDA, 2004; VITORIA; CUNHA; AZEVESO, 2006).

O Cd, quando presente nas plantas, pode causar varios efeitos na
atividade enzimatica. O principal alvo de acdo sdo enzimas e proteinas, que
contém grupos sulfidril (SH) unidos entre si por ligagdes dissulfeto. A presenca
do Cd leva a oxidagdo destes grupos que, reagindo com o enxofre, destroem as
ligacdes dissulfeto, desnaturando a proteina. Alguns exemplos deste efeito foram
descritos para as enzimas do Ciclo de Krebs na mitocondria (SHAW; SAHU;
MISHRA, 2004).

A catalase (CAT), presente principalmente nos peroxissomos, tem sua
atividade reduzida na folha sob presenca de 50 umol L™ de Cd e aumento dos
niveis de seu RNA mensageiro sugerindo que o Cd afeta a enzima a nivel pos-
transcricional (ROMERO-PUERTAS et al., 2006). Romero-Puertas et al.
(2006)observaram redugdo na atividade das superoxido dismutases (SODs),
(Mn-SOD e CuZn-SOD), bem como nos niveis de proteinas das duas isoformas
em funcdo do Cd. Estes autores afirmaram que esta redu¢do pode ser devido a
modificagdes no estado redox da glutationa ou devido a redug@o, induzida por
Cd, na disponibilidade de manganés, cobre e zinco.

O aumento na concentracdo das EROs decorrentes da presenga de niveis
toxicos de Cd podem produzir apoptose e dano ao DNA. Em plantas, um efeito

indireto do Cd no DNA esta associado com mudancas na atividade de enzimas
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relacionadas a sintese de DNA e ao reparo de erros da replicagdo que podem ou
ndo estar associados a um dano oxidativo (FILIPIC; HEI, 2004).

Somente a altera¢do da atividade das enzimas antioxidantes causada pala
presenca de Cd, ja seria suficiente para explicar um estresse oxidativo,
entretanto esse elemento-trago pode afetar o sistema de defesa antioxidativo ndo
enzimatico, como por exemplo, o da glutationa reduzida (GSH). Plantas sujeitas
a presenga do Cd podem apresentar declinio nos niveis de glutationa, o que deve
ocorrer em fungdo de um aumento na utilizacdo de fitoquelatinas, ou através de
sua interagcdo direta com o Cd com consequente transporte para o vacuolo
(PIETRINI et al., 2003).

Um dos sintomas tipicos visiveis da toxidade ao Cd ¢ a clorose foliar
(JIANG et al., 2005; KUPPER et al., 2007). A clorose observada é maior em
folhas novas quando comparadas com as mais velhas, indicando que folhas
jovens absorvem mais Cd, ou que elas s3o mais vulneraveis a toxidez causada
por este metal pesado (KUPPER et al., 2007; KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004). A clorose pode ser devida a uma competi¢cdo do Cd com o
Fe por sitios de absor¢do na membrana plasmatica (KABATA- PENDIAS;
PENDIAS, 2000) ou com Mg (KURDZIEL; PRASAD; STRZALKA, 2004),
podendo, neste caso, afetar potencialmente a estabilidade das clorofilas.
Trabalho realizado por Wang, Tao e Ren (2013), em que foi avaliada a
germinacao de milho em varias doses de Cd, mostra que os teores de clorofila a
e principalmente o de clorofila b, reduzem-se com o aumento do teor do metal.
Além disso, a relagdo dose-dependente de clorofila total também foi usada para
determinar a concentra¢do eficaz de 50% (CE50) e a concentracdo maxima

admissivel (MPC) (MOHAN; HOSETTI, 2006).
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2.4 Valores de referéncia

Varias defini¢des sdo utilizadas para o termo “Valores de Referéncia”.
Dentre elas, citam-se “valores pré-estabelecidos que permitem determinar a
auséncia de contaminagdo ou conhecer o nivel desta em solo” (BIONDI et al.,
2011). Paye et al. (2010) apresentam uma defini¢do proposta por Gough,
Severson ¢ Jackson (1994) como sendo os ‘“valores orientadores que
representam a medida da concentragdo natural de elementos quimicos em solos
sem influéncia humana”.

O fato dos teores naturais de metais estarem ligados diretamente ao
material de origem, aos processos pedogenéticos e ao grau de desenvolvimento
dos solos, faz com que a extrapolacdo de valores de referéncia para areas
diferentes daquelas utilizadas para a obten¢do dos dados, torne-se um
procedimento inadequado (BIONDI et al., 2011). Outro fator a ser elencado ¢ a
heterogeneidade do solo, que mesmo em micro escala,é responsavel pelas
dificuldades encontradas na obtengdo de amostras representativas de um dado
local.Além disso, os diferentes métodos analiticos empregados na quantificagcdo
dos elementos-tragco geram resultados diferentes, o que justifica a utilizagdo de
material de referéncia para garantir a qualidade analitica (KABATA-PENDIAS,
2011).

A determinagdo dos teores naturais de elementos-trago no solo esta
relacionada a defini¢do dos valores de referéncias e assim da suporte para o
monitoramento de areas que possam ser contaminadas pelas agdes antropicas.
Portanto, uma forma de se avaliar a influéncia antropica em um dado local ¢
realizar sua comparacdo com um solo nativo de mesmo contexto pedologico
(FADIGAS et al., 2006).

A legislagdo brasileira estabelece trés valores orientadores distintos:

Valores Orientadores de Referéncia de Qualidade (VRQs), de Prevencdo (VP) e
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de Investigagdo (VI) (CONAMA, 2009). Estes valores sao baseados na andlise
dos solos sob condicdo natural (sem nenhuma ou minima interferéncia
antropica) e em analise de risco, sendo conceituados da seguinte forma:

Valor Orientador de Referéncia de Qualidade (VRQ) ¢ também
conhecido como background geoquimico, ¢ baseado na avaliacdo dos teores
naturais dos metais pesados nos solos, sem a influéncia de atividade humana.
Para sua definigdo, a distribuicdo dos dados de uma populacdo de amostras ¢
normalizada, existindo inimeros processos indicados para sua obtengdo
(MATSCHULLAT; OTTENSTEIN; REIMANN, 2000). Geralmente, baseia-se
na exclusdo de dados anomalos de uma populacdo. A normaliza¢ao dos dados
pode basear-se na exclusdo em percentil (geralmente 90% e 95% percentil) e
quartil superior (75% percentil) dos valores observados (CAIRES, 2009;
COMPANHIA AMBIENTAL DE SAO PAULO - CETESB, 2005; MICO et al.,
2007), sendo esta a sugestio do CONAMA (2009). Outras técnicas sdo
discutidas em Matschullat, Ottenstein ¢ Reimann (2000). Considera-se como
solo ndo contaminado aquele cujo teor seja igual ou inferior aos VRQs para
todos os metais.

Valor de Prevencdo (VP) ¢ um valor intermediario entre o VRQ e o
Valor de Investigagdo (VI), é o valor limite de metal no solo, que ndo interfere
em sua capacidade de comprometer suas funcdes: sustentador da diversidade
bioldgica e dos ciclos biogeoquimicos, meio para a produgdo de alimentos e
matéria prima, regulador da dispersao de substancias contaminantes no solo
mediante sua atuagdo como filtro e tampdo ambiental, além de meio para a
ocupagdo territorial e area para utilizagdo recreacional, dentre outros. No caso
deste valor ser alcangado, sera requerido o monitoramento e avaliagdo da causa
deste alto teor, tornando-se determinante para extingdo de possiveis fontes de
contaminacao na area, ou verificacdo da existéncia de teores naturais atipicos. O

VP ¢ o objetivo deste trabalho.
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Valor de Investigacdo(VI) é o valor acima do qual havera risco a saude
humana e ao desenvolvimento dos demais organismos vivos. Sua determinagado
¢ baseada em analise de risco, considerando a dose maxima aceitavel absorvida
pelo organismo receptor, segundo pesquisas desenvolvidas por diversos 6rgaos,
dentre os quais, a Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados Unidos (EPA),
baseado na toxicologia do metal ou substancia e nivel de exposigdo dos
individuos, mediante a aplicagdo de sistemas de modelagens. Uma vez
observado um valor acima do VI, serdo necessarias agdes especificas para o
gerenciamento da contaminagdo de forma a remediar a area e reduzir o risco de
poluigdo.

O Brasil adotou os valores orientadores (VP e VI), com excecdo do
VRQ, estabelecidos para o Estado de Sao Paulo, através da resolugdo CONAMA
420 de 2009, até que os demais Estados brasileiros estabelecam seus proprios
valores de referéncia (CONAMA, 2009). Portanto, vé-se a necessidade de
desenvolvimento de estudos voltados para a determinagao de valores que
possam ser tomados como referéncia para solos. Algumas pesquisas vém sendo
realizadas no Brasil, mesmo assim, elas ainda sdo insuficientes para avaliar de
forma integrada os diversos fatores envolvidos na transferéncia desses
elementos, principalmente os tdxicos, para o ser humano.

Com isso, desenvolver trabalhos buscando a quantificagdo dos teores de
elementos-traco nos solos de referéncia para cada regido permitird demonstrar
um manejo adequado, sustentavel que pode contribuir tanto na produtividade
quanto na melhoria da qualidade dos produtos agricolas, assim como determinar
a ocorréncia de contaminagdo por esses elementos em areas agricultaveis.
Fadigas et al. (2002) encontraram valores médios para Co, Cr, Cu, Ni e Zn
inferior aos encontrados na literatura internacional e inferior aos teores
considerados toxicos para plantas. Biondi et al. (2011), determinando os teores

naturais de metais em solos de referéncia de Pernambuco, evidenciaram que a
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maioria dos solos apresentou teores de Fe, Mn, Zn, Cu, Ni e Co menores que 0s
de outras regides do Pais e que Fe, Mn, Zn, Cu, Ni ¢ Co podem ser deduzidos
como base para defini¢do dos Valores de Referéncia de Qualidade dessa regido.
No Estado do Espirito Santo, Paye et al. (2010) apresentaram valores de
referéncia para metais pesados em solos. Para isso,realizaram analises em 56
pontos inseridos em trés bacias hidrograficas na por¢do leste do estado. Eles
observaram que os locais coletados, devido ao pH caracteristico de solos acidos,
favorecem as perdas por lixiviagdo, devido ao aumento da solubilidade dos
metais. Entretanto esta caracteristica foi contrabalanceada pelos teores de argila
e matéria organica responsavel pela retengdo dos mesmos. Os teores de metais
encontrados pelos autores anteriormente citados foram,em geral, inferiores aos
citados para solos dos EUA (CHEN; MA; HARRIS, 1999; LOGAN; MILLER,
1983) e os encontrados por Campos et al. (2003). Estas diferengas observadas,
segundo os autores, podem ser parcialmente justificadas através do material de
origem e dos processos pedogenéticos, pois foram observadas variagdes nos

teores mesmo entre solos pertencentes a mesma classe.

2.5 Determinacio dos valores de prevencao

Os valores preventivos foram idealizados para evitar que o solo torne-se
uma area contaminada, e referem-se a um limite de adi¢do de metais no solo,
independentemente do seu motivo de deposicdo, sendo o cenario agricola alvo
de estudos ¢ de protecdo maxima. Tais valores sdo derivados de estudos com
fitotoxicidade para metais, uma vez que os contaminantes, quando presentes na
solugdo do solo, podem ser absorvidos pelas plantas (CETESB, 2001).

No Estado de Sdo Paulo, em anos anteriores a 2005, o Valor de
Preven¢do (VP) era denominado Valor de Alerta (VA), que era estabelecido de

acordo com as médias aritméticas dos VRQ e VI, e indicava o valor a partir do
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qual o monitoramento do solo era necessario, evitando que se transformasse em
area contaminada, levando em conta a importancia deste valor como carater
preventivo, na prote¢cdo da qualidade do solo, baseando-se no exemplo da
Alemanha (CETESB, 2001).

Com o intuito de validar o Valor de Alerta para substancias inorganicas,
definidos em 2001, em 2005 a CETESB realizou testes de fitotoxicidade para Cd
e Pb, seguindo a metodologia da Holanda por meio da agéncia ambiental
Rijksinstituut Voor Volksgezondheid em Milieu (RIVM) (VERBRUGGEN et
al., 2001), que consiste em calcular as concentra¢cdes de MAP (Adigdo Maxima
Permitida). Para determinar o Valor de Prevencdo, a CETESB adotou a seguinte
metodologia: VP igual 8 MCP (Méxima Concentragdo Permitida), que ¢ igual ao
somatério do MAP com o VRQ. Para o Cd, o valor de alerta era de 3 mgkg™" e o
valor de prevencdo foi de 1,3 mgkg" (valor de referéncia < 0,5 mgkg™), um
decréscimo de 43%.

Para plantas, o protocolo 208 da Organisation for Economic Co-
Operation and Development - OECD (2006) prevé a realizagdo de testes de
germinagdo, com espécies consideradas sensiveis a contaminacdo por
elementos-trago, conforme a Tabela 1. O teste tem duragdo de 14 a 21 dias, apds
germinacdo de 50% do controle, com pelo menos duas espécies diferentes e no
minimo cinco concentragcdes do contaminante para que seja possivel analise de

regressao.
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Tabela 1 Espécies sensiveis para testes de ecotoxicidade com elementos-trago

Espécie

Referéncia

Eudicotiledoneas

Beta vulgaris

Brassica napus

Brassica oleracea var.
Brassica rapa

Brassica rapa pekinensis
Cucumis sativus

Daucus carota

Glycine max

Helianthus annuus
Lactuca sativa

Lepidium sativum
Lycopersicon esculentum
Phaseolus aureus
Phaseolus vulgaris
Pisum sativum
Raphanus sativus
Sinapis alba

Vicia sativa

Allium cepa
Avena sativa
Hordeum vulgare
Lolium perene
Oryza sativa
Secale cereal
Sorghum bicolor
Triticum aestivum
Zea mays

OECD (2006)

ISO (2013)" ¢ OECD (2006)

OECD (2006) ¢ USEPA (1996)™

ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013)

OECD (2006) ¢ USEPA (1996)

OECD (2006) ¢ USEPA (1996)

OECD (2006) ¢ USEPA (1996)

OECD (2006)

ISO (2013), OECD (2006) ¢ USEPA (1996)
ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013), OECD (2006) ¢ USEPA (1996)
ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

OECD (2006)

Monocotiledoneas

OECD (2006) e USEPA (1996)

ISO (2013), OECD (2006) e USEPA (1996)
ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013), OECD (2006) e USEPA (1996)
ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013) e OECD (2006)

ISO (2013), OECD (2006) e USEPA (1996)

* International Standard Organization

** United States Environmental Protection Agency
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Sdo avaliados a emergéncia ¢ o crescimento inicial, sintomas de
fitotoxicidade e biomassa no final do teste. Os resultados de emergéncia sdo
expressos em LC50 (dose que causa 50% de reducdo a uma variavel resposta,
em comparacao ao controle) e o efeito no crescimento das plantulas expresso em
EC50 (dose que causa 50% de morte em relagdo ao controle). Este protocolo
abrange a ISO 11.269 e demais referéncias internacionais reconhecidas, em
especial a U.S. EPA Test Guidelines e American Standard for Testing Material
(ASTM).

Outra metodologia ¢ a norma europeia ISO 22.030, de 2005, editada
pela ISO 22.030, de 2011, que descreve um método para determinar a inibigdo
do crescimento e da capacidade reprodutiva de plantas superiores por solos sob
condigdes controladas. A duracdo do teste deve ser suficiente para induzir
fitoxicidade crénica que demonstra a capacidade reprodutiva das plantas
avaliadas. O teste é aplicavel para avaliar a qualidade do solo, especialmente a
fun¢do do solo como um habitat para plantas e permite ensaios do ciclo de vida
completo do vegetal.

Por fim, destaca-se que, na literatura nacional, existem diversos estudos
ecotoxicoldgicos, porém sem padronizacdo que sirva como modelo para

determinacao de valores de prevencao para os solos de Minas Gerais.
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CAPITULO 2 Avaliacdes fisiologicas de espécies sensiveis a toxidez
cultivadas em Latossolo e Cambissolo com concentracoes

crescentes de Cd

RESUMO

O cadmio (Cd) esta presente em diversas concentragdes nos solos e
devido a sua toxidez estd na lista prioritaria de substancias toxicas (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry - ATSDR, 2011). As plantas possuem
variados mecanismos de defesas contra a fitotoxidez e desta forma apresentam
respostas fisiologicas diversificadas quando expostas aos elementos-traco. Por
isso, torna-se necessario a melhor elucidagdo da interacdo solo-planta nestas
condigdes. Neste trabalho, objetivou-se avaliar espécies sensiveis a
contaminacdo por Cd, através de teste de germinagdo, desenvolvimento inicial,
analises bioquimicas, sintomas visuais e indices ecotoxicologicos de plantas
cultivadas em Latossolo e Cambissolo. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo na Universidade Federal de Lavras segundo a ISO 11.269-2. Foram
utilizadas quatro espécies sensiveis ao Cd (arroz, feijdo, milho e rabanete)
cultivadas em Latossolo e Cambissolo nas diferentes doses de Cd (0,4; 0,72;
1,29; 2.3; 4,1; 13,6; 244 mg kg']). Durante o periodo experimental, foi
calculado o indice de velocidade de emergéncia e, ao final de 21 dias,foram
avaliados germinabilidade, crescimento, enzimas do sistema antioxidante, teores
de Cd nas folhas, sintomas visuais e concentragdo efetiva em que nao houve
efeitos observaveis (NOEC), bem como concentragao efetiva minima em que
houve efeitos observaveis (LOEC). As espécies cultivadas no Latossolo, devido
aos seus atributos, apresentaram maiores sintomas de toxidez, e por isso houve
efeito negativo nos parametros analisados, principalmente germinacgdo e altura
da parte aérea. Diferentemente, no Cambissolo, embora tenham sido observadas
variagdes nas enzimas do sistema antioxidante, as plantas apresentaram sintomas
visuais de toxidez menos evidentes. Neste solo, um dos parametros mais
responsivos foi o indice de velocidade de emergéncia. Assim, conclui-se que as
concentragdes crescentes de Cd alteraram o metabolismo bioquimico,
germinacdo ¢ o desenvolvimento do vegetal até atingir niveis visuais. Para os
indices de ecotoxicidade, as espécies apresentaram sensibilidades variadas e
diferiram quanto aos valores de NOEC e LOEC.

Palavras-chave: Parametros ecotoxicologicos. Elemento-traco. Fitotoxidez.
Crescimento. Desenvolvimento.
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ABSTRACT

Cadmium (Cd) is present in many concentrations in the soil and, due to
its toxicity, it is in a priority list of toxic substances. Plants present various
defense mechanisms against phytotoxicity, with diverse physiological responses
when exposed to trace elements, making it necessary to better elucidate soil-
plant interaction under such circumstances. This work aimed at evaluating
species sensitivity to Cd contamination assessing germination test, initial
development, biochemical analyses, visual symptoms and ecotoxicological
indexes in plants cultivated in an Oxisol and an Inceptsol. The experiment was
conducted in a greenhouse at the Universidade Federal de Lavras, according to
ISO 11269-2, using four species sensitive to Cd (rice, beans, corn and radish)
cultivated in an Oxisol and an Cambisol, in different Cd doses (0.4; 0.72; 1.29;
2.3; 4.1; 13.6; 24.4 mg kg-1). During the experimental period we calculated the
emergence velocity index and, at the end of 21 days, we evaluated germination
quality, growth analyses, enzymes of the antioxidant system, Cd content on the
leaves, visual symptoms, effective concentration in which there were no
observable effects (NOEC) and minimum effective concentration in which there
were observable effects (LOEC). The species cultivated in the Oxisol, due to its
attributes, presented larger toxicity symptoms, with negative effects in the
analyzed parameters, especially germination and shoot height. A different
behavior occurred in the Inceptsol, in which plants showed variation in enzyme
activity in the antioxidant system, but presented less evident visual toxicity
symptoms. In this soil, one of the most responsive parameters was the
emergence velocity index. Thus, we conclude that the increasing Cd
concentrations have altered the plants’ biochemical metabolism, germination
and the development until reaching visual levels. For the ecotoxicity indexes, the
species presented sensitivity variations and differed in regard to NOEC and
LOEC values.

Keywords: Ecotoxicological parameters. Trace elements. Phytotoxicity. Growth.
Development.
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1 INTRODUCAO

As agdes antropicas vém modificando as condigdes de equilibrio
ambiental (ZHANG et al., 2012). A poluicdo do solo com metais pesados, pela
intensificacdo das atividades industriais, agricolas e urbanizagdo, ¢ um problema
crescente e responsavel por sérios impactos ao ambiente (ROMERO et al.,
2013).

Além disto, reconhecendo as dimensdes continentais do Brasil ¢ a
diversidade de ambientes de formagdo, deve-se ter em mente a grande
variabilidade natural dos teores de metais em solos, que mesmo elevados, muitas
vezes ndo caracterizam contaminacdo ambiental (ERNST, 1996).

Assim, devido a grande variabilidade de solos encontrados em nosso
pais (BIONDI et al., 2011; FADIGAS et al., 2006), somado aos diferentes
mecanismos de adaptacdo entre as espécies vegetais (FARGASOVA, 2012),
torna-se necessario o estudo da interagdo solo-planta que servira como
sinalizador da qualidade de um dado ambiente.

O Cd esta ha alguns anos na sétima colocagdo na lista prioritaria de
substancias toxicas da Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doenga -
ATSDR (2011), pois pode ser prejudicial a grande parte dos organismos. Nas
plantas, ¢ considerado ndo essencial (VALLEE; ULMER, 1972).E absorvido
pelas raizes e tende a se acumular em 6rgdos, sendo essa a principal forma de
entrada na cadeia alimentar (STERCKEMAN; REDJALA; MOREL, 2011). Seu
efeito fitotoxico é relatado em varios parametros fisiologicos como na
germinacdo (CHUGH; SAWHNEY, 1996), crescimento (SHAW; SAHU;
MISHRA, 2004), desenvolvimento (SINGH; GEPTS; DEBOUCK, 1991) e
fotossintese (LARSSON; BORNMAN; ASP, 1998), podendo levar a morte as

plantas.
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Uma maneira eficiente de obter dados concretos ¢ através dos testes de
ecotoxicidade, principalmente no que se refere a fitotoxidez de plantas, em que
varios parametros vegetais podem ser utilizados para avaliar a contaminagdo do
solo (COMPANHIA AMBIENTAL DE SAO PAULO - CETESB, 2001).
indices de ecotoxicidade como LC50 (dose letal a 50% dos individuos), NOEC
(concentragdo efetiva que nao houve efeitos observaveis) e LOEC (concentragio
efetiva minima que teve efeitos observaveis), apesar de controversos, ainda t€ém
sido bastante utilizados na literatura e por oOrgdos ambientais (DAM;
HARFORD; WARNE, 2012).

Diante do exposto e visando um melhor entendimento do
comportamento fisioloégico de espécies expostas a Cd, o presente estudo teve
como objetivo avaliar quatro espécies (milho, arroz, feijdo e rabanete) sensiveis
a contaminag¢ao por esse elemento (Organisation for Economic Co-operation and
Development - OECD, 2006), cultivadas em Latossolo ¢ Cambissolo, através de
teste de germinacdo, desenvolvimento inicial, analises bioquimicas, sintomas

visuais e indices ecotoxicologicos.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras/UFLA, em Lavras - MG
(44° 55° W; 21° 05’ S), segundo as recomendagdes da Resolugdo CONAMA 420
de 2009, ISO 11.269-2 ¢ OECD-208. Foram selecionadas duas classes de solo
do Estado de Minas Gerais consideradas representativas, classificadas como
Latossolo Vermelho Amarelo distrofico tipico textura média a moderado e
Cambissolo Haplico Tb distréfico tipico a moderado, ambos na fase floresta
tropical subperenifolia. Estes solos sdo considerados limpos quanto a Cd, ou
seja, VRQ<0,4 mgkg' de peso seco para Cd (Fundagdo Estadual do Meio
Ambiente - FEAM, 2011), valor este determinado por digestdo com acido nitrico
concentrado em forno micro-ondas (protocolo USEPA 3.051A, da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA).

Apds a caracterizagdo quimica e fisica dos solos, foram realizadas as
adubagdo e corregdo (Tabela 1 e 2) segundo as recomendagdes da 5%
Aproximagio (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999)para cada espécie
utilizada neste experimento. Foram adicionadas diferentes doses de
Cd(NOs),.4(H,0) (0,4; 0,72; 1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 24,4 mg de Cd kg'1 de solo
seco), por meio de solucdo.As doses foram determinadas utilizando como
parametros os valores orientadores ja estabelecidos pela resolugao 420 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2009), que tomou como
referéncia os valores para os solos do Estado de Sdo Paulo determinados pela
CETESB. Os valores estabelecidos para este experimento sdo multiplos de 1,8

conforme sugestdo da normativa da OECD (20006).
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Tabela 1 Fertilidade do Latossolo e Cambissolo

pH K P Ca Mg Al CTCef V MO
L1 )| R — cmol dm™ %

Latossolo 4,8 32 1,13 03 0,1 0,6 1,08 9,64 1,64
Cambissolo 5,3 34 260 16 04 05 2,59 34,05 287

pH em agua relacdo 1:25; P, K: Extrator Mehlich 1; S: Extrator fosfato monocalcico em
acido acético; Ca®", Mg®" e AI’": Extrator KCI 1 mol™'; H + Al: Extrator acetato de calcio
0,5 mol L™, pH = 7,0; MO: Oxidagao Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N; SB: Soma de Bases;
CTCef.: Capacidade de troca cationica efetiva; V: Indice de saturagdo de bases; MO:
Matéria organica.

Solos

Tabela 2 Textura do Latossolo e Cambissolo

Textura
Solos Argila Silte Areia
%
Latossolo 24 12 64
Cambissolo 31 22 47

O estudo foi constituido de dois experimentos distintos ¢ o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (7x4)+3,
ou seja, para cada classe de solo, sete doses de Cd, quatro espécies de plantas
com trés repeticoes e trés controles para cada espécie. Cada unidade
experimental constou de um vaso contendo 500g de solo com 20 sementes para
a realizacdo do teste de germinacgdo, sendo a umidade mantida entre 50 e 60% da
capacidade de campo. Apos o teste, o numero de plantas por repeti¢do foi
reduzido para 10. O experimento teve dura¢do de vinte e um dias, apds a
germinacgao de 50% do controle, de acordo com as recomendagdes da OECD-
208. Nesse periodo, o experimento foi fotografado a cada sete dias para registro

dos sintomas de toxidez.
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2.1 Teste de germinacio

Foram selecionadas quatro espécies,sendo:

a) Duas monocotiledoneas, e;

b) Zea mays (milho) - hibrido Cultivar BM207, sementes S-1, pureza
minima 98%, germinagdo 85%,

¢) Oryza sativa(arroz) - BRSMG CARAVERA, pureza 99%,

germinacao 65%.

Duas eudicotiledoneas:

a) Phaseolus vulgaris (feijdo comum) - BRSMG Madrepérola, pureza
95%, germinagdo 97%,

b) Raphanus sativus (rabanete) — sementes S-2, pureza 99,9%,
germinacdo 90%, tratadas com dissulfeto tetrametil-tiuram (Thiram)

na dose de 1,5g do produto por kg de semente.

A determinagdo das espécies utilizadas foi feita de acordo com a lista de
espécies sensiveis da ISO 11.269-2 (International Standard Organization - ISO,
2013) e OECD (2006). Com as sementes destas espécies, foi realizado o teste de
germinacdo, obtendo a porcentagem de germinacdo total (%G), segundo
Maguire (1962). Para os resultados da germinacdo, foi calculado o LC50
(concentracdo letal para a germinacdo de 50% das sementes) pelo método
Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977).

Foi calculado, também, o Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE),

com contagens diarias de emergéncia das plantulas segundo Maguire (1962).
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2.2 Analise de crescimento

Trés plantas por repeticdo de cada tratamento, dos que obtiveram
germinacdo, foram avaliadas segundo as seguintes caracteristicas: altura da parte
aérea; diametro do coleto, ambos obtidos com paquimetrodigital, nimero de
folhas e area foliar (AF).

Determinou-se a matéria fresca da parte aérea (MFPA), raiz (MFR) e
total (MFT). Apo6s o material ter sido seco a 70°C em estufa de circulago
forcada até peso constante, foi determinada a matéria seca da parte aérea

(MSPA), raiz (MSR) e total (MST).
2.3 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de
0,2g de folhas. A este material foram adicionados 1,5 mL do tampao de extragao
contendo: 1,47 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1 mol L™ (pH 7,0), 15 pL de
EDTA 0,1 mol L™ (pH 7,0), 6 pL de DTT 0,5 mol L™, 12 pL de PMSF 0,1 mol
L™, acido ascorbico 0,001 mol L™ e 22 mg de PVPP. O extrato foi centrifugado a
12.000 g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
20°C durante o periodo das andlises. Os sobrenadantes coletados foram
utilizados nas analises enzimaticas da dismutase do superéxido (SOD), catalase
(CAT), peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT,
1998).

a) Dismutase do superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a

fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977)
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em um meio de incubagdo composto por fosfato de potassio 50 mmol L', pH
7,8, metionina 14 mmol L™, EDTA 0,1 umol L', NBT 75 pmol L' e riboflavina
2 umol L. Os tubos com o meio de reacio e a amostra foram iluminados, por 7
minutos, com uma lampada fluorescente de 20W. Para o controle, o mesmo
meio de reacdo sem a amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro.
As leituras foram realizadas a 560 nm ¢ o calculo da enzima foi feito com a

seguinte equagao:

(A560 ce — A560 se)
(A560 se)

Inibicio(%) =

Em que:

AS560 ce = amostra com extrato enzimatico

AS560 se = controle sem enzima

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de

inibir em 50% a fotorredugao do NBT nas condi¢des do ensaio.

b) Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987), em que uma
aliquota de 50 puL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 puL. do meio de
incubagio contendo 500 pL de fosfato de potassio 200 mmol L™ (pH 7,0) e 50
uL de peréxido de hidrogénio 12,5 mmol L, incubado a 28°C. A atividade
dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada
15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de

hidrogénio. O coeficiente de extingio molar utilizado foi de 36 mmol L'cm™.
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¢) Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 50 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 950 puL de tampdo de
incubagio composto por 500 uL de fosfato de potassio 200 mmol L™ (pH 7,0),
50 uL de acido ascoérbico 10 mmol L' e 50 pL de perdxido de hidrogénio 2
mmol L' (NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingio molar

utilizado foi de 2,8 mmol L™'cm™.

2.4 Teor de Cd

O teor de Cd foi determinado em extratos obtidos por digestdo acida em
forno micro-ondas, conforme o método USEPA 3051A da Agéncia de Protecao
Ambiental dos EUA (United States Environmental Protection Agency - USEPA,
1998) por espectrofotometria de absor¢ado atdmica (com atomizacgao por forno de

grafite).
2.5 Determinacio de NOEC e LOEC

Na posse de todos os parametros analisados, foram determinados o
NOEC (concentracao efetiva que niao houve efeitos observaveis) e LOEC
(concentracdo efetiva minima que teve efeitos observaveis); ou seja, a menor
dose de Cd aplicada ao solo que apresentou diferenca significativa em relacao ao
controle ¢ designada como LOEC e a dose anterior, que diferiu estatisticamente,

¢ considerada o NOEC.
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2.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo nas
médias quantitativas submetidas ao teste de Dunnet (p<0,05) e analisadas por
regressdo polinomial. As regressdes foram efetuadas em programa estatistico

SISVAR versdo 4.3 (FERREIRA, 1999).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de germinagdo e o IVE variaram conforme o solo e a espécie.
As quatro espécies testadas em Latossolo tiveram respostas significativas na
germinacdo quando submetidas a diferentes doses de Cd, como pode ser
observado na Figura 1. Das espécies estudadas, o rabanete foi a mais sensivel,
ndo germinando no tratamento com dose de 24,4 mg kg'. Ja o feijao foi a
espécie menos sensivel ao Cd, germinando 44% no tratamento de maior dose,
seguidos do milho e arroz.

Para o IVE no Latossolo (Figura 2), o controle apresentou dados médios
de 3,40; 3,60; 5,50; 2,15 para milho, feijao, rabanete e arroz respectivamente,
ndo diferindo estatisticamente do tratamento com a menor dose de Cd (0,4 mg
kg"). Para a maior dose (24,4 mg kg™) os valores médios desse pardmetro foram
significativamente afetados sendo inferiores a 1,4 em todas as culturas,
excetuando-se o rabanete que ndo germinou.

No Cambissolo, para a germinagdo, os efeitos das doses de Cd foram
distintos dos observados para o Latossolo. Neste solo, o Cd afetou em menor
porcentagem e as espécies germinaram em todos os tratamentos, ndo havendo
diferenca estatistica significativa entre eles (Figura 1). Ja em relagdo ao IVE
(Figura 2), os resultados foram significativos para todas as espécies ¢ as maiores
doses de Cd apresentaram o menor indice para todas as espécies, apesar de
menos expressivos quando comparados ao Latossolo.

Na germinagdo, o tratamento com 0,4 mg kg’ em ambos os solos,
considerado solo limpo pela resolu¢do do CONAMA 420 (CONAMA, 2009),
apresentou um comportamento de germinag¢do semelhante ao controle, nao
havendo diferencgas estatisticas significativas entre eles para todas as espécies.
Estes resultados comprovam que este teor pode ser utilizado para classificar um

solo como limpo.
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Figura1 Germinabilidade (%) apresentadas como porcentagem em relagdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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O Cd pode causar alteragdes na permeabilidade, gerar instabilidades das
membranas (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005; SINGH; GEPTS;
DEBOUCK, 1991) e alterar a composi¢ao quimica das reservas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 1988). Estas alteracdes, associadas as diferentes adaptagdes das
espécies de plantas ao estresse (FARGASOVA, 2012), podem justificar o efeito
do Cd sobre a germinagao como observado na Figura 1. J& os resultados de IVE
podem ser explicados, pois além das alteragdes nas membranas, o Cd gera
problemas na divisdo e diferenciac@o celular (SINGH; EAPEN; SOUZA, 2006).
Possivelmente estes efeitos devem ter alterado o desenvolvimento vegetal e
retardado a emergéncia das plantulas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Santos et al. (2013), que observaram redu¢do da germinagdo e porcentagem de
emergéncia de feijao cultivados em diferentes doses de Cd.

Gong et al. (2001) observaram também resultados diferentes entre
espécies na resposta a toxicidade de Cd. Das espécies estudadas, o nabo
(Brassica rapa) e o agrido (Lepidium sativum) foram as mais sensiveis quanto a
germinacdo quando comparadas a aveia (4. sativa) e ao feijdo (P. vulgaris).
Apesar da alta sensibilidade das espécies testadas e dos resultados obtidos neste
trabalho, testes de germinagdo realizados com milho, pepino, trigo e sorgo
submetidos a diferentes doses de Cd, por An (2004), levaram a conclusdo de que
este parametro possui baixa sensibilidade para avaliagdes de fitotoxicidade.

Sabe-se que em pH menor que 6,5, como acontece nos dois solos deste
estudo, a adsor¢do do Cd ¢ fortemente influenciada pela CTC do solo
(ZACHARA, 1992). Desta forma, os resultados encontrados podem ser
justificados pelas diferencas nos atributos destes solos. O Latossolo, por
apresentar o pH mais acido (4,8), menores valores de CTC,¢ (1,08 cmol dm'3),
argila (24%) e matéria organica (1,64%) quando comparado com o Cambissolo
(pH = 5,3; CTC = 2,59 cmol dm’; argila 31%; matéria organica 2,87%),

possivelmente deve ter adsorvido menor quantidade de Cd e, consequentemente,
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manteve uma maior propor¢ao deste elemento em solucdo, ou seja, em uma

forma disponivel para a embebi¢do das sementes.

Latossolo
120
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60 *

IVE

40 -

20 -+

04 072 129 23 41 136 244
Dose de Cd (mg kg™")

Cambissolo
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.H‘
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40 -
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04 072 129 23 41 136 244
Dose de Cd (mg kg™)

Hl Miho [ Feijdo [ Rabanete [ Arroz

Figura2 Indice de velocidade de emergéncia (IVE) apresentados como
porcentagem em relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz,
feijao, milho e rabanete em funcdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Essa maior disponibilidade de Cd no Latossolo, foi responsavel pela
diferenca das varidveis analisadas, indicando que ndo somente o teor total deve
ser analisado, mas, principalmente o teor fitodisponivel, pois & este que
efetivamente causard danos as sementes. Esta hipotese ¢ reforgada ao aplicar a
formula de solubilidade dos metais no solo - Log[Cd]; = 3,62 — 0,50pH + 0,96
log Cdr — 0,45 log M.O. — proposta por McBride et al. (1997). O valor
encontrado para Cambissolo ¢ de ~2,09 ug L', enquanto para o Latossolo é de
~2,46 ug L, mostrando que, neste caso, o Cd estava mais soltivel no Latossolo,
ou seja, mais disponivel. Estudos realizados por Pierangeli et al. (2003) também
mostraram que a adsor¢do de Cd em solos brasileiros ¢ correlacionada de forma
positiva a matéria organica e argila.

Houve diferengas para LC50 calculado entre as espécies e solos (Figura
3). O rabanete foi a espécie mais sensivel em relacao as doses de Cd, seguidas
do arroz. O feijao foi a terceira espécie mais sensivel em Cambissolo, porém a

mais resistente das espécies testadas em Latossolo.
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Figura3 Concentracdo de Cd no solo letal a 50% (EC50) das sementes de
arroz, feijao, milho e rabanete em Latossolo e Cambissolo

Legenda: Determinado pelo método Trimmed Spearman-Karber, valores representam a
média (n = 3) £ erro-padrao.

Como nos resultados apresentados, varios outros estudos também
demonstram comportamento diferenciado entre as espécies apds exposi¢do a
doses de Cd. Segundo Gong et al. (2001), o nabo (Brassica rapa) e o agrido
(Nasturtium officinale) sdo mais sensiveis que o feijao (P. vulgaris) e a aveia (4.
sativa). Lima et al. (2010) também observaram maior tolerdncia do nabo
(Brassica rapa) em relacdo a aveia-preta (Avena stringosa). Além da
variabilidade entre as espécies, foram observadas também diferengas entre as
variedades de uma mesma cultura, como em arroz (LAI et al., 2009).

De forma geral, a analise de crescimento demonstrou ser um parametro
sensivel ao aumento da dose de Cd no solo. No Latossolo,as plantas de arroz ndo
sobreviveram nas doses com 13,6 ¢ 24,4 mg kg'1 de Cd. Ja no Cambissolo, todas

as espécies sobreviveram durante o periodo experimental. A altura da parte aérea
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foi afetada negativamente com o incremento do elemento-trago em todas as
espécies no Latossolo (Figura 4). O feijao foi a espécie que apresentou maior
redugio da altura da parte aérea (89,45%) no tultimo tratamento (24,4 mg kg™)
quando comparado com o controle. No Cambissolo, os resultados ndo foram
responsivos as doses de Cd, ndo havendo diferencas estatisticas entre eles em

todas as espécies (Figura 4).
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Figura4 Altura da parte aérea apresentadas como porcentagem em relagdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Estudos apontam que o Cd pode induzir a liberagao de calcio do reticulo
endoplasmatico ou do vacuolo, aumentando assim a sua concentragdo no
citossol, o que seria uma das justificativas de uma menor abertura estomatica
(GUIMARAES et al., 2008). Este decréscimo da abertura estomatica reduz a
quantidade de CO, assimilado durante a fotossintese, o que explica a redugdo do
crescimento das plantas (PERFUS-BARBEOCH et al, 2002). Estudos
realizados por An (2004), que avaliou a exposi¢cdo de Cd em diversas espécies
de plantas, considerou o crescimento da parte aérea como um parametro sensivel
as respostas deste elemento-trago.

Os mecanismos de defesa histologicos tém sido bastante estudados em
plantas com potencial de fitorremediacdo de ambientes contaminados por
elemento-traco, como o acumulo de Cd em tricomas, cristalizacdo deste
elemento com Ca na forma de cristais no interior do vactiolo (MAZEN; EL
MAGHRABY, 1997; SALT et al., 1995;VECCHIA et al., 2005; ZENK, 1997).
Este mecanismo de defesa pode evitar a toxidez das plantas pelo elemento-trago
e possibilitar que a planta complete seu biociclo. Acredita-se que as plantas
cultivadas no Cambissolo podem ter usado destes artificios para evitar grandes
danos de fitotoxidez causados pelo Cd.

A contagem do nimero de folhas nas plantas cultivadas no Latossolo
indicou que as doses de Cd afetaram de maneira significativa o feijdo ¢ o arroz
(Tabela 3). Foi observada redugdo no nimero de folhas a partir da dose 13,6 mg
kg'. As espécies que tiveram influéncia das doses de Cd em relagio ao didmetro
do coleto no Latossolo foram o rabanete e o arroz, com redugéo de 0,9 e 1,8 mm,
respectivamente, quando comparado ao controle. Pinto (2011) cultivou plantas
de espinafre em solucdo nutritiva com doses de Cd em concentragdes de 25 e 50
pmol L' e também observou redugio do niimero de folhas ao final do periodo

de avaliagao.
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Ja para o Cambissolo, o nimero de folhas e o diametro do coleto nao
apresentaram diferengas expressivas e ndo houve diferenca significativa para

todas as espécies (Tabela 3).

Tabela 3 Numero de folhas e didmetro do coleto (DC) de arroz, feijao, milho e
rabanete cultivadas em doses crescentes de Cd em Latossolo e

Cambissolo
L. Concentragao Latossolo Cambissolo
Especte (mgkg ™) N° Folhas DC(mm) N°Folhas  DC(mm)
0,00 4,6 3,7 4,11 2,92
0,40 4.4 2,8 4,11 3,02
0,72 4,7 2,8 4,33 3,03
Milho 1,23 4.4 2,8 4,33 3,02
2,23 4.7 2,8 433 3,16
4,10 4.4 2,7 4,22 2,74
13,60 4,9 2,7 4,33 2,48
24,40 4.6 2,5 4,00 2,64
0,00 5,1 2,7 2,22 2,53
0,40 5,0 2,6 2,00 2,32
0,72 5,0 2,6 2,67 2,44
e 1,23 5,0 2,7 2,33 2,33
Feijao
2,23 5,0 2,5 2,33 2,33
4,10 5,0 2,3 2,33 2,49
13,60 3,9% 2,2 2,33 2,87
24,40 1,7 2,2 2,33 2,78
0,00 4,7 1,9a 4,44 1,29
0,40 5,0 1,5a 4,56 1,50
0,72 5,0 1,7a 4,33 1,32
Rabanete 1,23 4.9 1,6a 422 1,11
2,23 4.8 1,5a 4,56 1,29
4,10 4.8 1,0ab 4,56 1,74
13,60 - 0,4b 4,56 1,69

24,40 - - 4,78 1,78
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“Tabela 3, conclusao”

L. Concentragao Latossolo Cambissolo
Espécie (mg kg -l) o o
N° Folhas DC(mm) N°Folhas  DC(mm)
0,00 3,0 2,1a 3,00 1,24
0,40 3,0 1,8a 3,00 1,02
0,72 3,0 1,6a 3,00 1,06
1,23 3,0 1,2a 2,89 1,07
Arroz
2,23 3,0 0,9b 3,00 1,26
4,10 3,0 0,8b 3,00 1,06
13,60 1,0* 0,3b 3,00 1,13
24,40 - - 2,89 0,92

* Indica a primeira dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).

As espécies que obtiveram influéncia significativa na area foliar,quando
submetidas a doses crescentes de Cd no Latossolo, foram feijao e milho, com
perdas percentuais de 95,29% e 75,69%,respectivamente (Figura 5). J& as
espécies cultivadas em Cambissolo ndo apresentaram comportamentos
significativos a indu¢@o do estresse (Figura 5).

A analise da éarea foliar ¢ um importante pardmetro para avaliagdo de
plantas sob estresse, pois a redugdo afeta diretamente a quantidade de fotons que
podem ser absorvidos, o que altera de forma negativa o incremento da matéria
fresca (WANG et al., 2001). Estudos realizados com o feijoeiro por Rossi, Silva
Junior e Santos (1998) revelaram que a absor¢do de Cd pelas plantas causa a

diminui¢do da area foliar e redugdo das raizes.
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Figura 5 Area foliar apresentada como porcentagem em relagio ao controle
(sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em fungao de

doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Da mesma forma como observado por Wang et al. (2001), os resultados
obtidos para matéria fresca das plantas no Latossolo também apresentaram
decréscimo. O feijao foi a espécie que apresentou a maior redugdo da parte aérea
(Figura 6) com o aumento das doses, 88,17% no solo com 24,4 mg kg, seguido
do milho e do rabanete (39,6 e 32,2%). Nao foi evidenciada diferenga
significativa para esta variavel no arroz. Em relacdo a matéria fresca da raiz
(Figura 7), as espécies que apresentaram redugdo com diferencas estatisticas
foram o feijao (93,2%) e o milho (64,7 %). A reducdo da matéria fresca total do
feijao e do milho foi de 96,5 e 54,5 %, respectivamente (Figura 8).

No Cambissolo, apesar de ter ocorrido redu¢do na matéria fresca, os
resultados nao foram tdo expressivos. Somente o feijdo apresentou diferengas
significativas a exposi¢do ao Cd, com reducdo da parte aérea de 0,33g por planta
(Figura 6), 0,37 g de raiz por planta (Figura 7) e uma redu¢do da matéria seca
total média de 11,39 % (Figura 8).

Redugdo semelhante foi observada por Fernandez et al. (2005). Estes
autores observaram redugdo de 47% da matéria fresca de trevo vermelho
(Trifolium pratense) quando submetido a crescimento em solo contaminado com
Cd na dose de 44 mg kg™, se comparado ao controle (0,2 mg kg''). O mesmo
ocorreu com as duas espécies de eucalipto (Eucalypitus maculada e E.
urophylla), em que o aumento das concentragdes de Cd na solugdo nutritiva
exerceu efeito negativo acentuado no peso da matéria fresca (SOARES et al.,
2005). Em outras espécies, como o feijao (VASQUES; POSCHENRIEDER;
BARCELO, 1989) ¢ o trigo (JALIL; SELLES; CLARKE, 1994), também foram

observados resultados semelhantes.
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Figura 6 Matéria fresca da parte aérea apresentada como porcentagem em
relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e
rabanete em fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura7 Matéria fresca da raiz apresentada como porcentagem em relacdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 8 Matéria fresca total apresentada como porcentagem em relagdo ao

Legenda:

controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijdo, milho e rabanete em
fungdo de doses crescentes de Cd

As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Ja em relacdo a matéria seca, para as espécies cultivadas em Latossolo, o
feijdo foi a mais afetada com as doses de Cd, sofrendo reducdo de 94,4 % da
matéria seca total (Figura 11). Para esta espécie, as alteragdes foram observadas
a partir do primeiro tratamento com Cd (0,4 mg kg™'). No Cambissolo, so foi
observada diferenca significativa na matéria fresca da parte aérea do milho, com
reducdo de 55,4% no tratamento que continha a maior concentragdo de Cd
quando comparados ao controle (Figura 9). As variaveis, matéria fresca da raiz e
total ndo foram responsivas a exposicdo ao Cd (Figuras 10 e 11). Muito
provavelmente este resultado foi obtido devido a adsorcdo do Cd no solo e da
vacualiza¢do (VECCHIA et al., 2005).

A exposicao de plantas a niveis de Cd que causam toxidez durante
periodos de tempo superior a cinco dias, quase sempre, acarreta forte influéncia
sobre o crescimento das plantas. Um dos danos que o Cd causa as plantas ¢ o
decréscimo da fotossintese. Além disso, a similaridade do Cd com nutrientes
essenciais faz com que este elemento-traco tenha afinidade pelos mesmos sitios
de absorc¢do e reduza a absor¢do e o transporte de nutrientes, o que justifica a
reducdo no acumulo de matéria do vegetal (LARSSON; BORNMAN; ASP,
1998).

Os efeitos do Cd na reducdo do peso fresco e seco total ja foram
relatados por varios autores (AN, 2004; DAS; SAMANTARAY; ROUT, 1997).
Estes resultados concordam com os dos Zeitouni, Berton e Abreu (2007), que
também observaram que o incremento das doses de Cd em solo diminuiu a
matéria seca em girassol, mamona ¢ pimenta. Nos resultados encontrados por
Melo (2002), que avaliou a matéria seca de milho cultivado em solos tratados

durante trés anos com lodo de esgoto, também houve reducdo dessa variavel.
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Figura9 Matéria seca da parte aérea apresentada como porcentagem em
relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e
rabanete em fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 10 Matéria seca da raiz apresentada como porcentagem em relacdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
funcdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 11 Matéria seca total apresentada como porcentagem em relagdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
funcdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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As espécies utilizadas nesse experimento sdo consideradas sensiveis e
ndo sdo fitorremediadoras. Por isso, foi observada redu¢dao nos parametros de
analises de crescimento. Porém, existem espécies com comportamento diferente
e adaptagdes fisiologicas. Carvalho et al. (2013) realizaram experimentos
distintos durante 30 dias e objetivaram estudar a tolerancia a Zn e Cd, avaliando
caracteristicas fisioldégicas em Gomphrena claussenii Moq. A espécie foi
cultivada em solos com elevados teores naturais de elemento-trago
(concentragdes até 5318 pg g”' de Zn e 287 pg g de Cd) e em hidroponia (100,
1.000, ¢ 3.000 umol L™ de ZnSO, ou 10, 50, ¢ 100 pmol L™ de CdSO4com 2
umol L' ZnS0O,). Os autores concluiram que a espécie provou ser tolerante a Zn
e Cd, pois ndo houve diminui¢do significativa na biomassa e nenhum efeito
sobre o crescimento das raizes.

Em relagdo ao metabolismo antioxidante, no Latossolo, a quantificagdo
da atividade das enzimas ndo foi possivel nas ultimas doses
(13,6 e 24,4 mgkg™") de arroz e rabanete, por ndo ter havido material suficiente.
A resposta da SOD ao estresse por elemento-trago pode ser influenciada por
varios fatores, como espécies da planta em questdo, seu periodo vegetativo e
tempo de exposi¢io ao metal (SCHUTZENDUBEL et al., 2001). A alteracio
desta atividade ocorreu em maiores propor¢des nas plantas cultivadas no
Latossolo e teve seu maior aumento no feijao (38%) quando o Gltimo tratamento
(24,4 mg kg™) foi comparado com o controle. No milho, esta enzima teve um
pico de atividade entre os tratamentos 0,4 e 0,72 mg kg™ (Figura 12).

Em Cambissolo, a SOD no feijao também apresentou maior acréscimo
na atividade, 10%, em relacdo as outras espécies. Para o arroz, milho e rabanete
foram os incrementos de 9,52%, 9,43% e 1,92%, respectivamente (Figura 12).
Como esta ¢ a primeira via de defesa enzimatica de metabolismo das plantas,

fica evidente que as plantas estdo sob influéncia de estresse.
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Como pode ser observada na Figura 13, a atividade da CAT aumentou e
teve diferenca significativa nas quatro espécies testadas no Latossolo. Quando
comparado ao controle, o arroz apresentou o maior aumento na atividade, que
foi de ~146%, seguido de ~128%, ~143% ¢ 100% do milho, rabanete e feijao,
respectivamente. Ja para Cambissolo, somente o milho apresentou aumento e
diferencga significativa quando exposto as concentragoes de Cd e teve aumento
da atividade de 67,25% (Figura 13). Mas,mesmo ndo havendo diferengas
significativas, o aumento da atividade da CAT foi mais expressivo nas
monocotileddoneas quando comparadas com as eudicotiledoneas.

Apesar de ndo ter sido observadas diferengas estatisticas na
concentragdo de 0,4 mg kg ' de Cd com o controle, em ambos os solos houve
incremento da atividade da enzima, mostrando que mesmo sendo considerado
um solo limpo (COMPANHIA AMBIENTAL DE SAO PAULO - CETESB,
2009), o metabolismo da planta ja apresenta niveis de alteragdes metabdlicas.

Apesar de terem afinidade pelo mesmo substrato, o H,O,¢ as enzimas
CAT e APX atuam em concentragdes diferentes, a CAT atua na ordem
milimolar enquanto a APX em unidades de micromolar, o que caracteriza
fungdes diferentes na célula (MITTLER, 2002).

Em Latossolo, somente as monocotiledoneas apresentaram resultados
significativos a exposi¢cdo ao Cd (Figura 14). O milho foi a espécie que teve
maior acréscimo na atividade da APX. O tratamento com maior dose de Cd
(24,4 mg kg™) apresentou acréscimo de 0,045 pmol ascorbato min” mL™ g de
MF quando comparado ao controle que foi de 0,1104 pmol ascorbato min™ mL"
g’ MF.Em Cambissolo,todas as espécies apresentaram diferenca significativa
aos tratamentos. Como pode ser observado na Figura 14, as monocotiledoneas
foram as espécies que apresentaram maior aumento da atividade da APX no

tratamento com 24,4 mg kg™ quando comparado com a atividade do controle. O
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arroz apresentou aumento de 0, 047 pmol ascorbato min” mL™ g de MF e para
milho foi de 0, 038 pmol ascorbato min” mL™ g” de MF.

A presenca de elemento-trago pode alterar a atividade das enzimas
antioxidantes, estimulando-as ou inibindo-as (SANITA Di TOPPI,
GABBRIELLI, 1999). Esta inibicao foi observada em Latossolo para o arroz e
rabanete e nas dicotiledoneas no Cambissolo. Em ambos os solos, houve um
pico da atividade APX nos primeiros tratamentos com Cd e depois uma redugao,
esta inibicdo pode ocorrer devido & degradagdo das enzimas pelo excesso da
presenga do elemento-traco.

As enzimas do sistema antioxidante sdo as principais indicadoras do
estresse vegetal, como o gerado pelo Cd. Elas sdo responsaveis pela remogao das
espécies reativas de oxigénio (EROs) que normalmente sdo geradas no citossol,
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomas (MITTLER, 2002). A acao das EROs
podem ser danosas as plantas ou agirem como sinalizadoras para desencadear
mecanismos de prote¢do. Este mecanismo depende do minucioso equilibrio
entre a produgdo das EROs e sua remogdo, que se da através da acdo do sistema
de defesa antioxidante. A toxicidade do oxigénio singleto, uma das espécies
reativas de oxigénio, pode resultar em dano tecidual e até a apoptose celular
(EDREVA, 2005).

Como foi observado, todas as enzimas avaliadas tiveram maior
acréscimo de suas atividades em Latossolo quando comparados ao Cambissolo
(Figuras12, 13 e 14). Isto pode indicar que o primeiro solo impde um estresse
oxidativo maior, pois no Cambissolo pode ter ocorrido maior adsor¢do do Cd,
devido ao maior teor de argila e matéria organica, além de um possivel acumulo
de cristais de Cd no interior do vactolo (MAZEN;EL MAGHRABY,
1997;VECCHIA et al., 2005).
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Figura 12 Desmutase do superdxido (SOD) apresentada como porcentagem em
relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e
rabanete em func¢ao de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 13 Catalase (CAT) apresentada como porcentagem em relacdo ao
controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
funcdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 14 Peroxidase do ascorbato (APX) apresentada como porcentagem em
relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e
rabanete em func¢ao de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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O efeito do Cd no aumento da atividade do CAT foi reportado em varias
espécies vegetais, como soja (MELO et al, 2011), feijajo (BHARDWAI;
CHATUVERDI; PRASADI, 2009; MESSIAS, 2008), ervilha (DALURZO et
al., 1997) e milho (CUL; WANG, 2006; ZHAO, 2011).Resultados contrapostos
também sao encontrados, como os observados por Ferreira et al. (2002),que nao
verificaram mudangas na atividade desta enzima em soja, indicando a
possibilidade de resultados contraditorios para esta espécie.

Nos dois solos estudados, todas as espécies cultivadas apresentaram
acimulo de Cd na parte aérea e as espécies mais responsivas para ambos o0s
solos testados foram o rabanete e o milho. Em Latossolo (Figura 15), o rabanete
teve um aciimulo de 81,93 mg kg™ no solo na dose 4,1 mg kg™'e nio foi possivel
analisar nos solos com maiores doses, pois ndo havia disponibilidade suficiente
de matéria seca. O milho apresentou teor de 63,91 mg kg™

Assim como no Latossolo, todas as espécies cultivadas em Cambissolo
também apresentaram acimulo de Cd na parte aérea (Figura 15). A espécie que
obteve resultados mais expressivos, foi o rabanete, com 124,08 mg kg no
tratamento com maior dose do elemento-traco, quando comparados com o
controle, que foi de 0,257 mg kg™'. Considerando os dados para o teor total de
Cd encontrado na maior dose de rabanete, o valor foi onze vezes maior do que o

encontrado em feijdo, que obteve o menor teor na mesma dose.
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Figura 15 Teor de Cd nas folhas apresentada como porcentagem em relagdo ao

Legenda:

controle (sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em
func¢do de doses crescentes de Cd

As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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O Cd é altamente solavel no solo, e a forma Cd*" pode facilmente ser
absorvida pelas plantas (WANG et al., 2011). A literatura indica que maiores
teores de Cd sdo acumulados na raiz, porém, este elemento ¢ conhecido por ser
facilmente translocado para a parte aérea (ALLOWAY, 1995). As concentragdes
utilizadas neste estudo foram suficientes para o translocagdo e acimulo na parte
aérea.

O Cd,quando absorvido pelas raizes, pode se ligar as cargas negativas
das paredes celulares e ser translocado de forma rapida para a parte aérea dos
vegetais (GRANT et al., 1998).Parte do Cd que ¢ absorvido pelas plantas pode
ser complexada na forma de fitoquelatinas e translocadas para a parte aérea
através do xilema e se compartimentalizando no vacuolo. Porém as
fitoquelatinas ndo representam a Unica forma de transporte para a parte aérea
(SALT et al., 1995; SANITA Di TOPPI; GABBRIELLI, 1999).

Em varios trabalhos, também foram observados acimulos de Cd em
espécies cultivadas em concentragdes crescentes de Cd como no milho (AN,
2004; WANG et al., 2007) feijio (BHARDWAJ; CHATUVERDI; PRASADI,
2009; VASQUES; POSCHENRIEDER; BARCELO, 1989), rabanete
(CANNATA, 2011) e arroz (LIU et al., 2007). O rabanete, por exemplo, que no
presente estudo foi a espécie que apresentou os maiores teores,foi também
estudado por Cannata (2011), que encontrou elevados teores de Cd em rabanete
cultivado em solugdo nutritiva acrescida das seguintes doses desse elemento: 0;
0,025; 0,1; 0,5; 1 mg L' de Cd.Nesse estudo, observou-se que quanto maior as
concentrac¢des do elemento-trago, maiores foram os teores nas raizes, tubérculos
e folhas, sendo mais expressivos na raiz.

Para Kabata-Pendias e Pendias (2000), valores de Cd superiores a faixa
de 5 a 30 mg kg' podem ser considerados potencialmente toxicos para as
plantas. Observou-se que para todas as espécies do presente estudo, em ambos

os solos (Figura 15), os valores encontrados foram superiores, o que justifica os
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danos por estresse de Cd supracitados. Mesmo nao sendo consideradas espécies
com potencial de fitorremediagdo, um melhor entendimento nesta area ¢
necessario, pois as plantas sdo as principais vias de entrada de elementos-trago
na cadeia alimentar humana(VECCHIA et al., 2005).

Como previsto e observado na Tabela 4, as espécies se comportaram de
forma diferente, havendo divergéncia nos valores de NOEC e LOEC entre os
solos e os pardmetros observados (%G, IVE, altura da parte aérea, nimero de
folhas, matéria fresca total, matéria seca total, SOD, CAT ¢ APX). Embora o
sistema radicular seja reportado na literatura como o mais afetado pelo
elemento-trago, as andlises da parte aérea apresentaram resultados expressivos
para parametros ecotoxicologicos.

Em Latossolo, as eudicotiledoneas foram mais sensiveis a germinacao
quando comparadas as monocotiledoneas e apresentaram valores de LOEC
menores (0,72 mg kg ). Devido ao comportamento do Cd no Cambissolo, ndo
foi observado efeito do elemento-trago quanto a germinag¢do. O IVE foi um
parametro importante para obten¢do de indices de ecotoxicidade, pois foi
responsivo para todas as espécies nos dois solos. Em Latossolo, o rabanete foi a
espécie mais sensivel e apresentou diferenca no tratamento com 0,72 mg kg™ e,
em Cambissolo, as monocotiledoneas tiveram comportamento semelhante ¢ a
Giltima dose a ndo apresentar diferenca significativa foi0,4 mg kg ™.

Em relacdo a analise de crescimento, os valores de NOEC ¢ LOEC
também foram superiores no Latossolo quando comparados ao Cambissolo. O
rabanete foi a espécie mais sensivel no Latossolo em relagdo a altura da parte
aérea, apresentando reducdo a partir da dose 0,72 mg kg™'. J4, no Cambissolo e
somente nas ultimas doses, as Unicas espécies que apresentaram sintomas foram
o arroz ¢ o milho. A unica espécie que ndo obteve reducdo do nimero de folhas

no Latossolo foi o milho, as demais apresentaram diferencgas significativas a
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partir da dose 13,6 mg kg'. Em Cambissolo, todos os resultados foram nio
significativos para o nimero de folhas.

Milho e feijao foram as espécies utilizadas para calcular o LOEC no
Latossolo (4,1 ¢ 2,3 mg kg de Cd) para area foliar. O feijdo foi a espécie mais
sensivel as doses de Cd para o parametro de matéria fresca total com LOEC de
0,72 mg kg™, seguido do milho que apresentou diferenca significativa a partir da
dose 13,6 mg kg™'. Para Cambissolo, a tnica espécie que apresentou diferencas
significativas também foi o feijdo e nas mesmas doses. Também o feijao foi a
unica espécie que apresentou diferencas significativas quanto a matéria seca
total no Latossolo, apresentando valor de LOEC de 0,4 mg kg'. No Cambissolo,

nenhuma espécie teve observagdes significativas.



Tabela 4 indices LOEC (mg kg') e NOEC (mg kg) de arroz, feijio, milho e rabanete, cultivadas em Latossolo e
Cambissolo

__
Solo Espécic  fndice G() Tve AltParte Nideo Area ypp yior sop caT APX
Aérea folhas Foliar

NOEC 1,29 13,6 0,72 4,1 * 244 244 244 129 4.1

Arroz

LOEC 23 41 129 136 *  * * * 23 136

Fejio  NOEC 04 23 4l 41 072 04 0O 0 23 129

Lutossols LOEC 0,72 41 13,6 136 129 072 04 04 41 23
vihe  NOEC 23 072 23 244 23 41 072 0 41 23

LOEC 41 129 4.1 41 136 129 04 13,6 41

Rabanee NOEC 04 04 04 41 * 41 244 244 41 04

LOEC 0,72 072 0,72 * 136 % * 136 072

ame, NOEC 244 04 136 244 244 244 244 244 072

LOEC  * 0,72 244 * x o= * * k129

. NOEC 244 23 244 244 * 04 244 244 244 129

Cambissolo Fejdo 1 opc x4 * * x 072 * % 23
, NOEC 244 04 136 244  * 244 244 244 244 23

Milho -y opc + 072 244 * * * * x4

NOEC 244 0,72 244 244  * 244 244 244 244 04

Rabanete | (pe % 09 * * * * * k072

NOEC- concentragdo efetiva que ndo houve efeitos observaveis, LOEC- concentra¢do efetiva minima que teve efeitos
observaveis. * Nao houve diferencas estatisticas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

78
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Em ambos os solos, a APX foi a enzima do sistema antioxidante mais
responsiva a exposicdo de concentragdes de Cd. Todas as espécies apresentaram
valor de LOEC ¢ o rabanete foi a espécie mais sensivel, apresentando o teor de
0,72 mg kg' para ambos os solos. As quatro espécies ndo apresentaram
resultados significativos. Portanto ndo foi possivel calcular o LOEC para o
Cambissolo.

As espécies que mais apresentaram sintomas de toxidez visuais foram o
milho e o feijdo em ambos os solos. Os sintomas mais comumente observados
durante a condug@o do experimento foram a clorose foliar nas folhas mais jovens
(Figuras 10D e 10F), encarquilhamento (FiguralOE), um possivel acumulo de
antocianinas devido a coloracdo escura no caule (Figuras 10A, 10Be 10C) e
danos no desenvolvimento das raizes jovens, nos dois ultimos tratamentos (13,6
e 24,4 kg mg™") em ambos os solos, porém com maior intensidade no Latossolo.

A clorose pode ser justificada devido a competicao interespecifica que o
Cd tem com o sitio de absor¢ao do Fe(DONG et al., 2006). Outra justificativa é
a maneira como o Cd afeta a clorofila, pois pode causar decréscimo na
replicacdo dos cloroplastos, alterar as enzimas que sintetizam a clorofila e
competir pelo mesmo sitio que o Mg, podendo alterar, desta forma, a
estabilidade das clorofilas (BARCELO; POSCHENRIEDER, 1992; KABATA-
PENDIAS;PENDIAS, 2000; KURDZIEL; PRASAD; STRZALKA, 2004).

O Cd pode reduzir a absor¢do e transporte de nitrato, por inibicdo da
atividade da redutase do nitrato, a fixagdo de nitrogé€nio e assimilacdo de
amonia. Além destes sintomas, o teor elevado de Cd em tecidos vegetais pode
causar retardo no crescimento, danos as raizes, coloragdo avermelhada em

margens ¢ nervuras foliares (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005).
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Figura 16 Efeito toxico das doses crescentes de Cd em Latossolo e Cambissolo
apos 21 dias de experimento as letras A, B, C, E e F sdo de Phaseolus
vulgaris ¢ D de Zea mays

Resultados similares foram encontrados por Soares et al. (2005), que
realizaram observagdes visuais em FEucalyptus maculata ¢ E. urophylla
cultivadas com 0, 45, 90, 135 ¢ 180 uM de Cd (CdSO,) durante cinco
semanas,reportando clorose ¢ redugdo do nimero de folhas, além de pontuagdes
avermelhadas que ndo foram encontradas nas espécies desse experimento.

Oliveira et al. (2001) também observaram nas plantas de aguapé, reducdo das
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raizes e escurecimento do peciolo. As plantas submetidas a concentragdes
elevadas de Cd sofreram danos nas raizes, inibindo o crescimento e tornando as

raizes escuras (BRECKLE, 1991).
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4 CONCLUSOES

Diante do exposto, os dados obtidos evidenciaram comportamento
especifico para cada solo.O Latossolo disponibilizou em maior quantidade o Cd
aplicado as plantas, resultando em maior fitotoxidez. J4 o Cambissolo, devido a
seus atributos, principalmente aos maiores teores de argila e matéria organica em
relacdo ao Latossolo, adsorveu o Cd em maiores proporgdes, 0 que proporcionou
o melhor desenvolvimento das plantas cultivadas.

Cada espécie se comportou de uma forma especifica e, de modo geral, as
concentragdes crescentes de Cd alteraram o metabolismo bioquimico,
germinacdo e o desenvolvimento do vegetal até atingir niveis que resultaram em
sintomas visuais de toxidez. Os resultados foram mais evidentes no Latossolo,
quando comparado ao Cambissolo.

Para os indices de ecotoxicidade, as espécies apresentaram
sensibilidades variadas e diferiram quanto aos valores de NOEC e LOEC, o que
evidencia que para estes estudos o maior niimero de espécies aumenta a

confiabilidade e sensibilidade dos resultados.
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CAPITULO 3 Desempenho ecofisiolégico de espécies cultivadas em

Latossolo e Cambissolo com concentracgdes crescentes de Cd

RESUMO

O Cd pode apresentar comportamento distinto nos solos, associado as
suas caracteristicas e interagdes com outros elementos. Se absorvido e
acumulado, pode causar varios efeitos toxicos nas plantas, sendo o aparato
fotossintético um dos locais mais afetados por esse elemento-trago. A fim de
compreender melhor as respostas fisiologicas das espécies submetidas ao
estresse causado por este elemento-traco, objetivou-se neste trabalho avaliar
clorofilas, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a de espécies sensiveis ao
Cd. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do departamento de
Ciéncia do Solo na Universidade Federal de Lavras. Os testes foram realizados
com espécies consideradas sensiveis a elementos-traco em Latossolo e
Cambissolo, com as seguintes doses de Cd (0,4; 0,72; 1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 24,4
mg kg'). Durante o periodo experimental, em folhas completamente expandidas
e aparentemente sadias, foram feitas medi¢des de trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila a e, ao final de 21 dias, também foram quantificados o indice de
clorofila (IC) e os indices ecotoxicologicos.Os resultados quantitativos foram
submetidos a analise de regressao ¢ as curvas tiveram ajustes lineares ou
exponencial e os qualitativos, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Em Latossolo,
devido aos seus atributos, as plantas apresentaram sintomas de fitotoxidez mais
evidentes quando comparadas ao Cambissolo. As plantas estudadas, mesmo
quando ndo apresentaram sintomas visuais, em ambos os solos, tiveram seu
metabolismo alterado, pois houve reducao de todos os parametros relacionados a
fotossintese. Essas redugdes representam perdas efetivas as plantas, pois afetam
diretamente o desenvolvimento e producdo de biomassa. Diante do exposto,
conclui-se que as plantas apresentaram comportamentos diferentes nos solos em
que foram cultivadas, e obtiveram respostas metabodlicas especificas para cada
espécie. Mesmo nas concentracdes baixas de Cd, as plantas apresentam
alteragdes devido a fitotoxidez causada pelo Cd. O aparato fotossintético das
espécies foi alterado, sendo observadas redugdes do indice de clorofila. Para os
indices de ecotoxicidade, as espécies apresentaram sensibilidades variadas e
diferiram quanto aos valores de NOEC e LOEC.

Palavras-chave: Elemento-trago. Trocas gasosas. Clorofila. Fitotoxidez.
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ABSTRACT

Cadmium may present a distinct behavior in soils, which is associated to
its characteristics and interactions with other elements. If absorbed and
accumulated, it may cause many toxic effects on plants, with the photosynthetic
apparatus being the most affected by this trace element. In order to better
understand the physiological responses of the species submitted to stress caused
by this trace element, this work aimed at evaluating chlorophylls, gas exchanges
and a chlorophyll fluorescence of species sensitive to Cd. The experiment was
conducted in a greenhouse at the Soil Science Department of the Universidade
Federal de Lavras. The tests were performed with species considered sensitive to
trace elements in an Oxisol and an Inceptsol, with the following Cd doses: 0.4;
0.72; 1.29; 2.3; 4.1; 13.6; 24.4 mg kg". During the experimental period, in
completely expanded and apparently healthy leaves, we performed gas exchange
and o chlorophyll fluorescence measurements and, at the end of 21 days, we also
quantified the Chlorophyll Index (CI) and ecotoxicological indexes. The
quantitative results were submitted to regression analysis and the curves we
linearly or exponentially adjusted, and the qualitative results were submitted to
the Scott-Knott test (p<0.05). In the Oxisol, due to its attributes, the plants
presented more evident phytotoxicity symptoms then those in the Inceptsol. The
studied plants, even when not presenting visual symptoms, in both soils, had
their metabolism altered, for all the photosynthesis parameters were altered.
These indirect reductions represent effective loss to the plants, directly affecting
development and biomass production. With this, we conclude that the plants
presented different behavior in the soils in which they were cultivated, yielding
metabolic responses specific to each species. Even in low Cd concentrations, the
plants presented alterations due to phytotoxicity caused by Cd. The species’
photosynthetic apparatus were altered, leading to negative effects to the
chlorophyll index. For the ecotoxicity indexes, the species presented sensitivity
variations and differed in regard to NOEC and LOEC values.

Keywords: Trace element. Gas exchanges. Chlorophyll. Phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os elementos-trago, dentre eles o Cd, podem estar presentes nos solos
em concentragdes variadas, como consequéncia de processos pedogenéticos que
ocorrem ao longo do tempo (ALLOWAY, 1995). Associado a isso, as agdes
antropicas vém alterando as concentracdes deste elemento-traco no solo. Esta ¢,
atualmente, uma questdo mundialmente reconhecida, devido aos problemas que
tem causado diretamente ao bem estar e a qualidade de vida dos seres.

O Cd pode apresentar comportamento distinto nos solos, associado as
suas propriedades quimicas e interagdes com outros elementos € organismos
vivos (ERNST, 1996). Se absorvido e acumulado, pode causar véarios efeitos
toxicos nas plantas e aos seres humanos.

Nas plantas, este elemento pode ser facilmente absorvido e causar
varia¢des em todo o metabolismo. O aparato fotossintético ¢ um dos locais mais
afetados por esse elemento-trago, pois pode causar danos a fase fotoquimica e a
fase bioquimica (MYSLIWAKURDIZEL; PRASAD; STRZALKA, 2004). Na
fase fotoquimica, os danos sdo mais severos no fotossistema Il em comparagao
com o fotossistema I (CLIJSTERS; ASSCHE, 1985). Os elementos-trago
interferem na sintese e degradagdo de pigmentos ligados a fotossintese, como
clorofilas e carotenoides (MYSLIWA-KURDIZEL; PRASAD; STRZALKA,
2004).

A fim de compreender melhor as respostas fisioldgicas das espécies
submetidas ao estresse por elemento-traco, objetivou-se neste trabalho avaliar o
comportamento das clorofilas, trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a de
espécies sensiveis ao Cd (Organisation for Economic Co-operation and
Development - OECD, 2006) em Latossolo ¢ Cambissolo nos quais foram

adicionadas doses crescentes de Cd.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Foram selecionadas
duas classes de solo consideradas representativas do Estado de Minas Gerais,
classificados como Latossolo Vermelho Amarelo distrofico tipico textura média
a moderado e Cambissolo Haplico Tb distrofico tipico a moderado, ambos da
fase floresta tropical subperenifolia.Os solos utilizados neste experimento foram
considerados limpos quanto a contaminacdo de Cd, segundo a legislagdo vigente
(Fundacao Estadual do Meio Ambiente - FEAM, 2011), ou seja, apresentaram
VRQ<0,4 mgkg" de peso seco para Cd, determinado por digestdo com &cido
nitrico concentrado em forno micro-ondas (USEPA 3051A da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA).

Realizou-se a caracteriza¢do quimica e fisica destes solos (Tabelas 1 ¢ 2)
e posteriormente foi realizada a adubag@o e corre¢do de acordo com as
recomendagdes da 5* aproximacdo (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ,
1999), levando em consideragdo as especificidades de cada espécie utilizada no
experimento. Foram adicionadas diferentes doses de Cd(NOs),.4(H,O) (0.4;
0,72; 1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 24,4 mg kg'] de solo seco) por meio de solucdo. Para a
determinacdo das concentragdes, usou-se como pardmetro os Valores
Orientadores estabelecidos pela resolugdo 420 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente - CONAMA (2009) que sao derivados dos valores estabelecidos para
os solos do Estado de Sao Paulo. Como sugestao da normativa da OECD (2006),
os valores utilizados nesse experimento sao multiplos de 1,8.

Foram selecionadas duas espécies de monocotiledoneas (Zea mays,
Oryza sativa) e duas eudicotiledoneas (Phaseolus vulgaris, Raphanus sativus)
consideradas sensiveis de acordo com a lista da ISO 11.269-2 (International

Standard Organization - ISO, 2013).
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O estudo constituiu-se de dois experimentos distintos. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial (7x4), ou seja,
para cada classe de solo, 7 doses de Cd, 4 espécies de plantas com trés
repeticdes e trés controles para cada espécie. Cada unidade experimental
constituiu-se de um vaso contendo 500 g de solo onde foram semeadas 20
sementes. A umidade foi mantida entre 50 e 60% da capacidade de campo. Apos
a germinacdo, o numero de plantas por repetigdo foi reduzido para 10, o
experimento teve duracdo de 21 dias, apds a germinagao de 50% do controle de

acordo com as recomendagdes da OECD-208.

Tabela 1 Fertilidade do Latossolo e Cambissolo

pH K P Ca Mg Al CTCef V MO
--mgdm'3 - - cmol dm™ %

Latossolo 4,8 32, 1,13 03 0,1 0,6 1,08 9,64 1,64
Cambissolo 53 34, 260 16 04 05 2,59 34,05 287

pH em 4gua relag@o 1:25; P, K: Extrator Mehlich 1; S: Extrator fosfato monocalcico em
acido acético; Ca2+, Mg2+ e AI*": Extrator KCI 1 mol™'; H + Al: Extrator acetato de calcio
0,5 mol L™, pH = 7,0; MO: Oxidagdo Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N; SB: Soma de Bases;
CTCef.: Capacidade de troca cationica efetiva; V: indice de saturagdo de bases; MO:
Matéria organica.

Solos

Tabela 2 Textura do Latossolo e Cambissolo

Textura
Solos Argila Silte Areia
%
Latossolo 24 12 64
Cambissolo 31 22 47

2.1 Indice de Clorofila

Ap6s os 21 dias de duragdo do experimento, foi determinado o Indice de

Clorofila (IC) das quatro espécies pelo clorofilometro (Chlorophyll Meter,
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SPAD-502, da Minolta Co., Japao, 1989). Foram realizadas 30 leituras por
repeticdo para cada tratamento no periodo da manha. As leituras foram
realizadas na face adaxial da primeira folha completamente expandida,
aparentemente sadia e em trés alturas do limbo foliar (MINOLTA CAMERA
LTDA, 1989).

2.2 Trocas gasosas

As medic¢des de trocas gasosas foram realizadas somente em milho e
feijdo, pois as demais espécies ndo possuiam darea foliar suficiente para
completar a camera de /ed do equipamento. As medi¢des foram realizadas
sempre no periodo entre 9 e 11 horas, com o auxilio de um analisador de gas
infravermelho (IRGA - Li-Cor LI — 6400XT). Sua camera de led foi
programada para uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA) de 600 umol m™ s”'. Foram determinados os valores de fotossintese
liquida (A — pmol CO, m™ s™), transpiragdo (E-mmolH,O m™ s™) e condutancia

estomatica (gs — mol H,O m™s™).

2.3 Fluorescéncia da clorofila a

Nas mesmas folhas em que foram feitas as analises de trocas gasosas,
com o auxilio de um fluorometro portatili MINI-PAM (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Alemanha), foram realizadas as analises de fluorescéncia da clorofila
a no periodo da manha entre 9 e 1lhoras. As avaliagdes foram realizadas
segundo Bilger et al. (1995) e Heinz Walz GmbH (1993) pela superficie adaxial
das folhas. Os parametros foram analisados em fungdo da irradiancia (P.A.R.),

que obteve a maior taxa de transporte de elétrons do controle.
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Através da curva de resposta ao fluxo de fotons fotossintéticos (FFF),
com aplicacdo de oito pulsos crescentes de intensidade de radiacdo, foram
obtidos os valores de fluorescéncia inicial (Fp), fluorescéncia maxima (Fy),
fluorescéncia variavel (Fy), determinados pela diferenca entre Fo e Fy e
eficiéncia fotoquimica aparente do fotossintema II (F'/F,). O valor da
eficiéncia fotoquimica potencial do PSII (F./F,) foi determinado no periodo
entre 4h ¢ 30min e 5h ¢ 30 minutos. Foram consideradas as médias de trés
leituras para cada parametro mensurado e calculada a taxa relativa de transporte

de elétrons (ETR) a partir da equagao:
Fv
ETR = (—) X FFF x 0,5 x 0,84
Fm

2.4 Determinacio de NOEC e LOEC

Na posse de todos os parametros analisados, foram determinados o
NOEC (concentracdo efetiva que ndo houve efeitos observaveis) ¢ LOEC
(concentragdo efetiva minima que teve efeitos observaveis). Ou seja, a menor
dose de Cd aplicada ao solo a apresentar diferenca do tratamento controle ¢é
designada LOEC, e a dose anterior, sem diferenca estatistica significativa, ¢

considerado o NOEC.
2.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias quantitativas submetidas ao teste de Dunnet (p<0,05) e analisadas por
regressdo polinomial. As regressdes foram efetuadas em programa estatistico

SISVAR versdo 4.3 (FERREIRA, 1999).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas espécies que germinaram (milho, feijao e arroz) no Latossolo com a
dose mais alta de Cd (24,4 mg kg'l), ndo foi possivel realizar a analise com o
aparelho de medicao do indice SPAD devido ao tamanho da area foliar. Houve
perda de 7,36; 6,8; 5,46 e 4,6 no teor de clorofila para feijdo, arroz, milho e
rabanete, respectivamente, quando comparados ao controle (Figura 1). As
espécies cultivadas no Cambissolo também apresentaram redugdo do indice de
clorofila. As perdas médias foram de 10,66; 6,83; 5,8 e 4,9 para rabanete, arroz,
milho e feijdo respectivamente, em relagdo ao controle. De forma semelhante ao

ocorrido no Latossolo, ndo houve diferenca estatistica (Figura 1).
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Figura I Indice SPAD apresentadas como porcentagem em relagio ao controle

(sem Cd) de plantas de arroz, feijao, milho e rabanete em fungdo de
doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Essa varidvel se mostrou eficiente para avaliar o efeito do Cd nas
plantas, pois houve redu¢do do teor de clorofila com o aumento das
concentragdes do elemento-traco. Os resultados obtidos pelo SPAD tém sido
bastante utilizados na mensuragdo do teor de clorofila foliar das plantas e serve
para efeito de comparagdo de possiveis efeitos fitotéxicos de elementos-trago
(SANTOS, 2006).

Essa reducdo do teor de clorofila pode estar relacionada a reducdo no
numero de cloroplastos, devido aos danos diretos na replicagdo destes, causados
pelas ligagdes diretas com o Cd*", a forma mais toxica deste elemento-trago as
plantas (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005; KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004). Também, devido a competicao do Cd com o Fe e Mg pelos
sitios de absor¢do, que pode gerar instabilidade das clorofilas, podendo levar a
degradagdo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000; KURDZIEL; PRASAD;
STRZALKA, 2004). Os resultados obtidos neste trabalho estao em concordancia
com as conclusoes de Silva et al. (2010), que buscou encontrar espécies
fitoextratoras de Cd e observou a redugdo da clorofila nas espécies maria-
pretinha (Solanum americanum) e tomate (Lycopersicon esculentum cv Micro-
Tom). Corroboram também com os estudos de Monteiro et al. (2010), que
analisou a fitotoxidade de Cd em hibridos de tomate, e observou reducdo da
clorofila ¢ danos ao fotosistema Il quando exposto a dose maxima de 0,5mmol
L' de Cd.

Em relagdo as variaveis relacionadas ao aparato fotossintético, foram
realizadas trés coletas durante o experimento (7, 14 e 21 dias) para observar o
comportamento do vegetal no decorrer do periodo de indugdo do estresse
causado pelo elemento-trago. As taxas de fotossintese liquida também
decresceram com o aumento da concentragdo de Cd nas trés coletas. Em
Latossolo (Figura 2), o tratamento que continha milho com dose de 24,4 mg kg

! apresentou taxas médias de fotossintese liquida na 1°* coleta de 2,36 pmol CO,
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m” s seguido de 1,58 e 1,37 umol CO, m™ s na 2° e 3 coleta, enquanto a taxa
média do controle foi de 18,67 pumol CO, m? s'. Com relacdo ao feijdo, no
maior tratamento com Cd (24,4 mg kg™), as plantas nio sobreviveram. No solo
que continha 13,6 mg kg, o feijio apresentou taxas de fotossintese liquida
média de 13,5; 3,59; 2,35 pmol CO, m? s nas 1%, 2* e 3* coletas
respectivamente, sendo as taxas médias do controle de 21,56 pmol CO, m™ s

O Cambissolo obteve resultados semelhantes e apresentou reducdo na
taxa média de assimilagdo de CO, ao longo do tempo em todos os tratamentos
(Figura 3). Em plantas de milho no tratamento com maior teor de elemento-traco
(24,4 mg kg), para a 1% 2* e 3* coleta, foram obtidos os seguintes valores:
18,16; 10,86 ¢ 8,78 umol CO, m? s’ enquanto o valor médio do tratamento
controle foi de 22,63 pmol CO, m™ 5. No feijao houve redugdo de 20,08, 67,6%
e 75,19% respectivamente, quando comparados ao controle que obteve valor
médio de 17,03 pmol CO, m™s™.

Sabe-se que as taxas de fotossintese liquida sdo superiores em plantas de
metabolismo C4 quando comparadas as plantas C3, pois apesar do maior
consumo energético, a fotorrespiragdo ¢ praticamente inexistente em plantas que
possuem esse metabolismo e ndo existe inibi¢do da fotossintese por O,. Isso esta
de acordo com os dados obtidos neste trabalho, pois o milho (C4) apresentou
taxas médias de fotossintese superiores as do feijao (C3), mesmo nos
tratamentos que possuiam doses mais elevadas de Cd. Nos tratamentos com
elevado teor de elemento-traco, a redugdo da taxa de CO, fixado justificaria a

menor produc@o de biomassa seca quando comparado ao solo limpo.
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Figura2 Fotossintese liquida (A) apresentada como porcentagem em relacio
ao controle (sem Cd) de plantas de feijao (a) e milho (b) em fungdo
de doses crescentes de Cd em Latossolo

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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De acordo com Mendelssohn, McKee ¢ Kong (2001), a fotossintese
liquida reduz-se com a aumento das doses de Cd, podendo ser considerado uma
sensivel variedade para quantificar o estresse e a fitotoxidez causada por esse
elemento-trago. Trabalhos realizados por Chugh e Sawhney (1999) com Pisum
sativum L. levaram a conclusdo de que as doses crescentes de Cd exerceram
efeito negativo nas enzimas fotossintéticas e causaram redugdo progressiva da
fotossintese liquida. Os resultados se assemelham aos de Moya, Ros e Picazo
(1993) que avaliaram as taxas de fotossintese liquida em arroz cultivados em
solugdo com cloreto de cadmio, 11 e 16 dias apds a semeadura, e também,
observaram a mesma reducdo com o aumento da exposi¢do aos teores do
elemento-traco.

Sheoran, Singal e Singh (1990), em seus estudos, quantificaram a
fotossintese liquida, enzimas do ciclo fotossintético e teor de clorofila em feijdo
guandu (Cajanus cajan) durante duas aplicagdes de Cd (30 e 70 dias apds a
semeadura). Estes autores observaram uma redugdo de 50 e 86% na taxa de
fotossintese, e concluiram que a redugdo da fotossintese esta mais relacionada
com a perda de clorofila e redugdo da condutancia estomatica do que com as
enzimas do ciclo da fotossintese. Esses efeitos ja haviam sido citados por
Bazzaz, Rolfe e Windle (1974). Daniel (2010) realizou estudos em Cambissolo
Fluvico aluminico tratado com Cd nas seguintes doses de 0 a 200 mg kg™ e
cultivados com plantas de Salix viminalis. Estes autores concluiram que as taxas
absolutas fotossintéticas também decresceram a medida que as doses de Cd

aumentaram.
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Figura3 Fotossintese liquida (A) apresentada como porcentagem em relacao
ao controle (sem Cd) de plantas de feijao (a) e milho (b) em funcdo
de doses crescentes de Cd aplicadas em Cambissolo

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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A condutancia estomatica foi realizada somente nas plantas de milho e
feijdo, devido ao tamanho da éarea foliar das demais espécies. As espécies
analisadas foram afetadas ao longo do experimento pelas crescentes
concentragdes de Cd. Para as plantas de milho (Figura 4) em Latossolo,no
tratamento com 24,4 mg kg™, durante o periodo de avalia¢io, houve redugdo de
39.37%, e, na 3* coleta, houve reducdo de 0,18 mol H,0Om™s” quando
comparado ao controle que foi de 0,20 mol H,O m™ s™. Para o feijio (Figura 4),
néo foi possivel realizar medi¢des no solo com 24,4 mg kg™, devido ao tamanho
da area foliar. Houve também redugdo de96,6% na condutancia estomatica
durante o periodo experimental no tratamento com 13,6 mg kg"'.Na 3 coleta,
houve decréscimo de 1,21 mol H,Om™s" quando comparada ao controle que foi
de 1,23 mol H,Om™s™.

No Cambissolo, houve redugdo ao comparar as coletas, mas ao final do
experimento (21 dias) o Cd ndo influenciou a condutdncia estomatica, nio
havendo diferencas estatisticas (Figura 5). Para o feijao, na 3% coleta observou-se
redugio de 0,73 mol H,O m™ s quando comparados com o controle que foi de
0,76 mol H,0 m™ s™'; e ao longo do periodo de avaliagdo do tratamento com
24,4 mg kg houve redugdo de ~94%. Para o milho, na dose com 24,4 mg kg'',
entre a 1* e a 3% coleta, houve redugdo de ~63%, e na 3% coleta houve redugao
média de 0,20 mol H,O m?s™' se comparado com o controle, que foi de 0,25 mol
H,0Om?s™.

As plantas C4 possuem mecanismos de concentragdo de CO,, que as
permite ter um ponto de compensag@o menor de didoxido de carbono que as
plantas C3. Estes mecanismos tornam possivel que as plantas de milho
apresentem taxas de fotossintese liquida superiores, quando comparadas ao
feijao (C3), mesmo com a reducdo da condutancia estomatica observada em
milho e que ndo foi tdo evidente em feijao, como pode ser observado nas Figuras

3 e 4. Estes mecanismos de concentracdo também conferem as plantas de
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metabolismo C4 o uso mais eficiente da agua. Acredita-se que a redugdo da
condutancia estomatica pode estar associada com os efeitos do Cd na inibi¢ao de
incorporagao de nitrato e do potassio em plantas jovens, que estdo associados a
abertura e fechamento dos estdmatos (GOMES et al., 1998).

Guimardes et al. (2008) reportam que redugdes significativas na
condutancia estomatica podem ser observadas em concentragoes de Cd que nio
afetam as taxas fotossintéticas. No entanto, ndo foi possivel realizar essas
observagdes no presente estudo pois na analise em trés coletas, a menor dose de
Cd utilizada (0,4 mg kg'') ja apresentou diferenca significativa nas taxas médias
de fotossintese liquida. Barcel6 e Poschenrieder (1990), com estudos
relacionados, também observaram que uma das implicagdes do Cd nas plantas é

a reducdo da condutancia estomatica, mesmo em doses muito pequenas.
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Figura4 Condutancia estomatica (gs) apresentada como porcentagem em
relagdo ao controle (sem Cd) de plantas de feijao (a) e milho (b) em
fun¢do de doses crescentes de Cd aplicadas em Latossolo

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura5 Condutancia estomatica (gs) apresentada como porcentagem em
relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de feijdo (a) e milho (b) em
funcdo de doses crescentes de Cd aplicadas em Cambissolo

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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A reducdo da condutancia estomatica pela toxidez do Cd pode causar
diminuicao no processo de transpiracdo (GOMES et al., 1998), o que estd em
concordancia com alguns resultados encontrados neste estudo para feijdo e
milho, apesar de haver diferencas entre os solos cultivados. No Latossolo, foi
observado decréscimo da transpira¢do para feijdo e milho. Porém no feijdo, a
diferencga significativa s6 foi na 3* coleta ¢ em milho na 2* e 3* coletas (Figura
6). Ou seja, no inicio do experimento, o Cd ndo afetou a transpiragdo, mas ao
final dos 21 dias as plantas tiveram redugdo da transpiracdo. Em Cambissolo, as
duas espécies ndo apresentaram diferengas significativas da transpiracdo na 1°
coleta. Ja na 3% coleta, o feijao quando comparado o tratamento com a dose mais
alta (24,4 mg kg) com o controle (7,25 mmol H,O m™s™), houve redugio de
86,8%. Para milho,na 3* coleta, a reducdo foi de 74,4% no tratamento que tem
13,6 mg kg™, quando comparados ao controle que foi de 4,19 mmol H,Om™s™
(Figura 7).

Trabalhos realizados por Macedo et al. (2011) em Coffea arabica L. cv.
Obati IAC 1669-20 com sete anos de idade, exposta a 0; 15; 45; 90 mg planta™
de CdSO, durante 128 dias, levaram as conclusdes de que mesmo nao ocorrendo
acimulo na parte aérea, a fotossintese liquida, a transpiracdo e a condutancia
estomatica diminuiram nas doses 45 e 90 mg de Cd planta™.

A literatura recente ¢ escassa em dados de avaliagdo de trocas gasosas
no desenvolvimento inicial de plantas submetidas ao estresse induzido pelo Cd.
Estes parametros devem ser mais bem entendidos a fim de esclarecer os
mecanismos de defesas fisioldgicas, desenvolver técnicas para tornar espécies

resistentes ou indicar plantas com potencial fitoextrator.
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Figura 6 Transpiracdo (E) apresentada como porcentagem em relagdo ao
controle (sem Cd) de plantas de feijao (a) e milho (b) em funcdo de
doses crescentes de Cd aplicadas em Latossolo

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura7 Transpiracdo (E) apresentada como porcentagem em relagdo ao
controle (sem Cd) de plantas de feijao (a) e milho (b) em funcdo de
doses crescentes de Cd aplicadas em Cambissolo

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Foi avaliada a eficiéncia maxima do fotossistema II, entre os diferentes
tratamentos e ao longo do tempo. Com o incremento dos teores de Cd e com o
tempo de exposi¢do, as plantas tiveram reducdo da eficiéncia maxima do
fotossistema II. Em Latossolo, todas as espécies cultivadas tiveram diferengas
significativas com o aumento das concentracdes, mas as eudicotiledoneas foram
as mais afetadas (Figuras9 ¢ 11). Na 3% coleta, o feijdo (Figura 9) teve redugdo
de 47,33% na eficiéncia de fotossistema II, quando foram comparados o
tratamento com 13,6 mg kg e o controle. Observou-se no rabanete redugdo de
36,79% (Figura 11) seguidos do milho com 33,08% (Figura 10) ¢ arroz com
29,40% (Figura 8).

A queda de rendimento do fotossistema II implica no desencadeamento
de perdas severas para as plantas, pois o ndo funcionamento correto da fase
fotoquimica deixa de gerar poder redutor para a fase bioquimica, que ndo
sintetiza na quantidade necessaria o carbono organico, e por consequéncia, inibe
a producdo de todos os precursores do metabolismo da planta. Os danos
dependem do nivel da reducdo da eficiéncia do fotossistema II, podendo ser
mais brandos e temporarios como perda de reservas e se agravar, gerando

instabilidade das membranas, perda severa de 4gua, podendo levar & morte.
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doses crescentes de Cd

As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 10 Eficiéncias do fotossistema II (PSII) apresentada como porcentagem
em relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de milho em fungdo de
doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 11 Eficiéncias do fotossistema II (PSII) apresentada como porcentagem
em relacdo ao controle (sem Cd) de plantas de rabanete em funcdo de
doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrao da média (n=3). * indica a primeira dose a
diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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De uma forma geral, como pode ser observado nas Figuras 8,9, 10 e 11,
as plantas cultivadas em Cambissolo tiveram a eficiéncia do fotossistema II
menos afetada se comparadas com as cultivadas no Cambissolo. O arroz (Figura
8) foi a unica espécie que apresentou diferenca significativa para o incremento
de doses de Cd nas duas primeiras coletas, enquanto para as demais espécies,
esta diferenca foi apenas na 1? coleta. Apesar de apresentar redugdo da eficiéncia
do fotossistema em duas coletas, a perda foi menor no arroz (~14%) e, mais
expressiva no milho (~28%), seguido do rabanete (~20%) e feijao (~17%),
Figuras 8, 10, 11 e 9, respectivamente.

Esta diferenca entre as mesmas espécies cultivadas em solos diferentes
pode ser devido ao comportamento do Cd relacionado aos atributos de cada solo.
O Cambissolo possui maiores teores de matéria organica e argila do que o
Latossolo (Tabelas 1 e 2). Por isso, parte da concentragdo total de Cd presente
pode ter sido adsorvido por componentes do solo e, consequentemente, ter
reduzido a fragdo disponivel em Cambissolo.

Gavina et al. (2013) realizaram trabalhos com diferentes classes de solos
em uma antiga area de mineracdo de arsénio e avaliaram varias varidveis
fisiologicas como teores de pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia da clorofila
entre outros. Os resultados desses pardmetros foram muito significativos e
levaram a conclusdo que os acréscimos dessas variaveis fisiologicas permitem a
identificag¢do de solos mais fitotoxicos e que podem melhorar a sensibilidade dos

testes padroes ja existentes.
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Figura 12 Taxa relativa do transporte de elétrons (ETR) apresentada como
porcentagem em relagdo ao controle (sem Cd) de plantas de arroz em
func¢do de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).



125

Latossolo

100 - M

80 -

60 -

ETR

40

20 -

0,4 0,72 1,29 2,3 4.1 13,6
Dose de Cd (mg kg™

Cambissolo
100 - il
80 -

60 - T

ETR
i

40 |

20 -

9 T T T T

T )
04 072 129 23 41 136 244
Dose de Cd (mg kg™)

mmm 1°coleta [ 2°coleta B 37 coleta

Figura 13 Taxa relativa do transporte de elétrons (ETR) apresentada como
porcentagem em relagdo ao controle (sem Cd) de plantas de feijao em
func¢do de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 14 Taxa relativa do transporte de elétrons (ETR) apresentada como
porcentagem em relagcdo ao controle (sem Cd) de plantas de milho em
fungdo de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Figura 15 Taxa relativa do transporte de elétrons (ETR) apresentada como
porcentagem em relagdo ao controle (sem Cd) de plantas de rabanete
em fung¢do de doses crescentes de Cd

Legenda: As barras representam o erro padrdo da média (n=3). * indica a primeira
dose a diferir do controle (LOEC), pelo teste de Dunnet (p<0,05).
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Ao avaliar a taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) em Latossolo,
s foi possivel realizar medigdes na dose maxima do experimento (24,4 mg kg™)
em milho (Figura 14). No arroz (Figura 12) e no rabanete (Figura 15), as
avaliagdes foram realizadas até o tratamento com 4,1 mg kg™’ e no feijao (Figura
13) até 13,6 mg kg, devido a situagdo necrosada das folhas. As quatro espécies
expostas ao Cd foram responsivas e tiveram diferencgas significativas, reduzindo
a ETR nas trés coletas. Comparado com a dose superior que foi possivel realizar
analise, o rabanete foi a espécie que teve menor redugdo (89,2%), seguido do
milho (87,3%), arroz (55,7%) e a espécie que teve menor influéncia foi o feijao
(33,28%).

Como pode ser observado nas Figuras 12, 13, 14 e 15, no Cambissolo,
foi possivel realizar em todas as espécies medicdes até a concentracdo mais alta
de Cd (24,4 mg kg). Nelas houve diferenca significativa nas trés coletas. O
arroz (Figura 12), milho (Figura 14) e o feijao (Figura 13) tiveram redugdes da
ETR semelhantes quando comparados a tltima dose com o controle, com perdas
de 54,94%, 53,31% e 56,39%, respectivamente. O rabanete (Figura 15), assim
como no Latossolo, obteve diferencas significativas entre os tratamentos, mas
foi a espécie que teve menor interferéncia do elemento-tragco na taxa de
transferéncia de elétrons, com reducdo de 17,8% no ultimo tratamento, quando
comparado ao controle que foi de 149,4%.

Estudos realizados em tomate (Lycopersicon esculentum) por Souza
(2003), que cultivaram as plantas por 14 dias em solug@o nutritiva com 10, 30 e
50 mol de Cd"™, concluiram que a exposi¢do a esse elemento-trago causou uma
série de danos significativos ao ETR e uma redug¢do maxima de 86% nos teores
de clorofila.Resultados semelhantes foram encontrados por Xia et al. (2004), que
também encontraram redugdo na quantidade de ETR e ficobiliproteinas
(pigmentos acessorios encontrados em cianobactérias e em cloroplasto de algas

que auxiliam a capturar energia solar e repassar para o PSII, excitando a
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clorofila a (TALARICO, 1996) ao expor Gracilaria Ilemaneiformis a
concentracdes de Cd. Estes autores observaram correlagdo entre o decréscimo de
ficobiliproteinas e ETR, pois quando ha diminuicdo na quantidade de
ficobiliproteinas, menos energia luminosa ¢ captada e repassada ao fotossistema
II, diminuindo entdo a ETR.

Plantas sob efeito do estresse causado pelo Cd, possuem a homeostase
redox das células interrompida (FOYER; Mullineaux, 1994), porque os danos
causados afetam o transporte de elétrons realizado pela cadeia transportadora de
elétrons (BREUSEGEM et al., 2001). Com o rompimento da homeostase celular
ocorre a aceleragdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (LAMB;
DIXON, 1997), o que pode causar estresse oxidativo da planta (ASADA, 1994).



130

Tabela 3 Indices LOEC (mg kg') e NOEC (mg kg') de arroz, feijao, milho e
rabanete, cultivadas em Latossolo e Cambissolo

Solo Espécie Indice SPAD A gs E PSIIL  ETR

NOEC 41 - - - 129 0
Arroz
LOEC 136 - - - 23 04
Feiio NOEC 136 00 0 0 136
LOEC 244 04 04 04 04 244
Latossolo _ NOEC 136 0 244 0 0 41
Milho  0Ec 244 04  * 04 04 136
Rabanee NOEC 41 - - -0 07
LOEC 136 - - - 04 129
NOEC 244 - - - 244 04
Arroz
LOEC * - - - % 07
pejio NOEC 244 0 0 04 0 0
, LOEC * 04 04 072 04 04
Cambissolo NOEC 244 0 0 0 0 0
Milho " opc x 04 04 04 04 04
Rabanee NOEC 244 - = - 244 244
LOEC  * - - . % *

NOEC (concentragdo efetiva que ndo houve efeitos observaveis); LOEC (concentragio
efetiva minima que teve efeitos observaveis); SPAD ( indice de clorofila); A
(fotossintese liquida); gs (condutancia estomatica); E (transpiracdo); PSII (eficiéncia do
fotossistema II); ETR (taxa relativa de transporte de elétrons). * Nao houve diferengas
estatisticas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade; - varidvel ndo calculada.

Para o calculo dos pardmetros de ecotoxicidade NOEC e LOEC, foram
utilizados os dados obtidos ao final dos 21 dias do experimento. Os valores
variaram de acordo com a espécie e o solo em que foram cultivados (Tabela 3).
No Latossolo, as quatro espécies apresentaram resultados significativos nos
valores de NOEC, ou seja, foram sensiveis a exposi¢do ao Cd em alguma dose.
As variaveis relacionadas ao aparato fotossintético, em sua maioria,
apresentaram valores de LOEC de 0,4 mg kg™, ou seja, mesmo na dose em que o

solo ¢ considerado limpo pela FEAM (2011), ja foi possivel observar alteragdes
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metabolicas geradas pela toxidez do Cd. Isso também estd em acordo com as
alteragdes da eficiéncia do fotossistema II em baixas doses de Cd.

O rabanete foi a espécie com menor sensibilidade no Cambissolo e nao
foi possivel obter valores de LOEC para nenhuma das variaveis. Ja o feijao e o
milho apresentaram resultados semelhantes, apresentando valores de LOEC
baixos, demostrando que mesmo em baixas concentracdes o Cd altera o
metabolismo dos vegetais, s6 diferindo em relacdo a transpiragdo. As
caracteristicas dos solos influenciam muito na obtencdo de pardmetros
ecotoxicolégicos. Como pode ser observado na Tabela 3, as mesmas espécies

obtém valores diferenciados em solos diferentes.
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4 CONCLUSAO

O solo em que as espécies foram cultivadas, devido aos seus atributos,
interferiu substancialmente na disponibilidade de Cd para as plantas, que
tiveram respostas e comportamentos do metabolismo diferentes para cada
espécie. Mesmo nas concentragdes baixas de Cd, as plantas ja apresentam
alteragdes metabolicas devido a fitotoxidez causada pelo Cd. O aparato
fotossintético das quatro espécies foi alterado sendo observadas reducdes do

indice de clorofila.
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CAPITULO 4 Alteracdes ultraestruturais de feijio e milho cultivados em

diferentes doses de Cd no Latossolo e Cambissolo

RESUMO

Os eclementos-trago estdo presentes naturalmente nos solos. Suas
concentragdes naturais podem variar de acordo com a génese dos solos, mas,
devido as atividades humanas estes teores estdo sofrendo incremento. O Cd ¢
considerado um elemento-trago ndo essencial as plantas, e quando absorvido,
pode provocar varias alteracdes e danos na morfologia e no metabolismo das
plantas. Visando entender melhor o comportamento deste elemento nos
compartimentos celulares, o presente trabalho teve como objetivo analisar as
alteracdes ultraestruturais nas plantas de milho e feijdo cultivadas em diferentes
concentragdes de Cd. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdao na
Universidade Federal de Lavras e os testes foram realizados com duas espécies
consideradas sensiveis (feijdo, milho) a elementos-traco em Latossolo e
Cambissolo. As plantas foram submetidas a diferentes doses de Cd (0,4; 0,72;
1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 24,4 mg kg'l) durante 21 dias. Apds este periodo, procedeu-
se a coleta de folhas, de ambas as espécies, nos tratamentos em que 0s sintomas
visiveis de toxidez foram mais evidentes nos dois solos (13,6 mg kg no
Latossolo e 24,4 mg kg no Cambissolo) e no controle para comparagdo. As
amostras foram fixadas em Karnovisky e tetroxido de 6smio e emblocadas em
resina Spurr. Procedeu-se o corte de se¢des ultrafinas as quais foram analisadas
em microscopio eletronico de transmissdo. As alteracdes das organelas das
células das duas espécies foram mais evidentes nas cultivadas no Latossolo, com
redu¢do no numero e no tamanho dos cloroplastos, espessamento da parede
celular com aciimulo de material eletro-denso, provavelmente de Cd, devido a
competi¢ao pelo mesmo sitio de absor¢ao do calcio. No entanto, no Cambissolo,
além das alteragdes encontradas em Latossolo, mesmo em menores proporgoes,
nas células do feijao foi observado que o Cd pode ter complexado com
fitoquelatinas e estava em processo de compartimentalizag@o e cristalizagdo. As
células de milho apresentaram maior acumulo de material eletro-denso nas
paredes celulares. Essas alteragdes nas plantas em Cambissolo podem ser
consideradas mecanismos de protecdo, uma vez que apresentaram melhor
desenvolvimento quando comparadas com as plantas do Latossolo. Conclui-se
que, ao serem submetidas ao estresse causado pelo Cd, as plantas de milho e
feijao cultivadas em Latossolo e Cambissolo sofreram alteracdes em nivel
celular e apresentaram alteracdes e degradagdes nas organelas das células do
mesofilo e que,possivelmente, houve acimulo deste elemento-trago.

Palavras-chave: = Microscopia  eletronica.  Morfologia.  Elementos-trago.
Fitotoxidez.
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ABSTRACT

Trace elements are naturally present in the soils. Theirnative
concentrations may vary according to the soils’ genesis, however, due to human
activities, these contents are increasing. Cadmiumis considered a non-essential
trace element to plants and, when absorbed, may cause many alterations and
damages to plant morphology and metabolism. Aiming to better understand the
behavior of this element in the cellular compartments, the present work aimed at
analyzing ultra-structural alterations on corn and bean plants cultivated under
different Cd concentrations. The experiment was conducted in a greenhouse at
the Universidade Federal de Lavras and the tests were performed with two
species considered sensitive (bean and corn) to trace elements in an Oxisol and
an Inceptsol. The plants were submitted to different doses of Cd (0.4; 0.72; 1.29;
2.3; 4.1; 13.6; 24.4 mg kg') during 21 days. After this period, we proceeded to
collecting leaves from both species, in treatments in which the visible toxicity
symptoms were more evident (13.6 mg kg™ in the Oxisol and 24.4 mg kg™ in the
Cambisol) and in the witness for comparison. The samples fixated in
Karnovisky and osmium tetroxide and blocked in Spurr resin. We proceeded to
cutting ultra-fine sections, which were analyzed in transmission electronic
microscope. The alterations on cellular organelles of both species were more
evident in those cultivated in the Oxisol, with reduction in the number and size
of the chloroplasts, thickness of the cellular wall with accumulation of electro-
dense matter, probably Cd, due to the competition for the same absorption site of
calcium. However, in the Inceptsol, in addition to the alterations found in the
Oxisol, even if in smaller proportions, we observed in bean cells that the Cd may
have complexed with phytochelatins and was in the process of
compartmentalization and crystallization. The corn cells presented a larger
accumulation of electro-dense matter on the cellular walls. These alterations in
the Inceptsol may be considered protection mechanisms, since they presented
better development when compared to the Oxisol. We conclude that, while
submitted to stress caused by Cd, the bean and corn plants cultivated in an
Oxisol and an Inceptsol suffered alterations at cellular levels and presented
alterations and degradations on cellular organelles of the mesophyll and there
was possible Cd accumulation.

Keywords: Electronic microscopy. Morphology. Trace elements. Phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os elementos-trago, como o Cd, estdo presentes naturalmente nos solos,
em concentragdes variaveis de acordo com a sua génese. A capacidade das
plantas em absorver esse elemento-trago pode sofrer interferéncia de fatores
como concentracdo e biodisponibilidade, os quais sdo determinados pelo teor de
matéria organica presente no solo, pH, temperatura, bem como a presenca de
outros elementos (SANITA DI TOPPI; GABRIELLI, 1999), dentre outros
fatores.

Quando absorvido, o Cd pode interferir no desenvolvimento normal das
plantas, inibindo uma variedade de processos fisiolégicos e bioquimicos. A
toxidez deste elemento interfere principalmente na sintese e degradagdo de
pigmentos ligados a fotossintese, como clorofilas e carotenoides causando
mudancas na estrutura dos cloroplastos e no arranjo dos tilacoides
(CHOUDHURY; PANDA, 2004; KLAUBERG-FILHO et al., 2005; VITORIA;
CUNHA; AZEVESO, 2006).

Algumas plantas possuem mecanismos de protecdo contra fitotoxidez
dos elementos-traco. Entre eles, cita-se a complexagdo e a quelagdo, para que
possa ocorrer o transporte e a compartimentalizagdo desses elementos em
organelas ¢ células especificas (e.g. tricomas, vactolos), visando a
desintoxicacdo e evitando injurias em todo o metabolismo das plantas (TIAN et
al., 2010).

Nos ultimos anos, progressos significativos tém sido alcangados no que
diz respeito ao entendimento do acumulo de elementos-traco nos vegetais,
particularmente no tocante a absorcao pelas raizes e a translocagdo para a parte
aérea. Uma ferramenta importante e avancada tem sido a microscopia eletronica,

que tem possibilitado verificar essas alteragdes morfoldgicas dos vegetais e tem-
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se mostrado promissora no estudo da compartimentalizacdo dos elementos-traco
nas plantas.

Uma das técnicas de microscopia utilizada ¢ a microscopia eletronica de
transmissdo (MET), que foi introduzida na pesquisa por volta de 1950 e trouxe
contribui¢des marcantes ao mostrar detalhes jamais visualizados na area
biologica. A bioldgica celular sofreu marcante revolugdo quando a ultraestrutura
celular foi revelada em toda a sua exuberancia, ndo sé mostrando os detalhes das
poucas organelas conhecidas (membrana plasmatica, nucleo, cloroplasto,
mitocondria, p.ex.), mas também permitindo a descoberta de uma série de outros
componentes (ribossomos, microtubulos, peroxissoma, glicocalix, etc) (ALVES;
PERINA, 2012).

Visando analisar na MET as alteragdes morfologicas causadas nas
células vegetais pelo Cd, no presente estudo, objetivou-se observar alteracdes
ultraestruturais nas plantas de milho e feijdo cultivadas em diferentes

concentragdes de Cd em um Latossolo e um Cambissolo.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncias do Solo da Universidade Federal de Lavras - UFLA, na cidade de
Lavras — MG (44° 55° W; 21° 05’ S). Foram selecionadas duas classes de solo
consideradas representativas do Estado de Minas Gerais, Latossolo e
Cambissolo. Os solos utilizados foram classificados como Latossolo Vermelho
Amarelo distrofico tipico textura média a moderado e Cambissolo Haplico Tb
distréfico tipico a moderado, ambos da fase floresta tropical subperenifolia.
Esses solos foram considerados limpos quando a contaminag¢do de cédmio,
segundo a legislagdo vigente (Fundagdo Estadual do Meio Ambiente - FEAM,
2011), ou seja, que apresentassem VRQ < 0,4 mg kg™ de peso seco para cadmio,
determinado por digestdo com 4cido nitrico concentrado em forno micro-ondas
(USEPA 3051A da Agéncia de Protecao Ambiental dos EUA).

Realizou-se a caracterizagdo quimica e fisica destes solos (Tabelas 1 e 2)
e posteriormente foi realizada a adubagdo e corre¢do de acordo com as
recomendacdes da 5 aproximacio (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ,
1999), levando em consideragdo as especificidades de cada espécie utilizada no
experimento. Foram adicionadas diferentes doses de nitrato de cadmio -
Cd(NO;),.4(H,0). (0,4; 0,72; 1,29; 2,3; 4,1; 13,6; 24,4 mg kg'1 de solo seco),
por meio de solugdo. Para a determinagdo das concentra¢des, foram usados
como parametro os Valores Orientadores estabelecidos pela resolucdo 420 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA (2009). Como sugestdo da
normativa da OECD-208, os valores utilizados nesse experimento sdo multiplos

de 1,8.
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Tabela 1 Fertilidade do Latossolo e Cambissolo

pH K P Ca Mg Al CTCef V MO
—-mg dm>- e cmol dm™ %

Latossolo 4,8 32 1,13 03 0,1 0,6 1,08 9,64 1,64
Cambissolo 5,3 34 260 16 04 05 2,59 34,05 287

pH em agua relacdo 1:25; P, K: Extrator Mehlich 1; S: Extrator fosfato monocalcico em
acido acético; Ca®", Mg®" e AI’": Extrator KCI 1 mol™'; H + Al: Extrator acetato de calcio
0,5 mol L™, pH = 7,0; MO: Oxidagao Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N; SB: Soma de Bases;
CTCef.: Capacidade de troca cationica efetiva; V: indice de saturagdo de bases; MO:
Matéria organica.

Solos

Tabela 2 Textura do Latossolo e Cambissolo

Textura
Solos Argila Silte Areia
%
Latossolo 24 12 64
Cambissolo 31 22 47

Foram selecionadas uma espécie de monocotiledonea (Zea mays) e uma
eudicotiledonea (Phaseolus vulgaris), consideradas sensiveis de acordo com a
lista da ISO 11.269-2 (International Standard Organization - ISO, 2013).

O estudo constituiu-se de dois experimentos distintos. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial (7%4)+3, ou
seja, para cada classe de solo, 7 doses de Cd, 4 espécies de plantas com trés
repeticdes e trés controles para cada espécie. Cada unidade experimental
constituiu-se de um vaso contendo 500g de solo onde foram semeadas 20
sementes. A umidade foi mantida entre 50 e 60% da capacidade de campo. O
experimento teve duragdo de 21 dias apos a germinagdo de 50% do controle de
acordo com as recomendagdes da Organisation for Economic Co-Operation and
Development - OECD (2006). Apds esse periodo, através de comparacdes de

aspectos visuais, foi observada, para ambos os solos, a concentragdo que mais
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afetou as espécies. Dessas concentracdes mais o controle, para fim de

comparacao, foram realizadas analises ultraestruturais.
2.1 Microscopia eletronica de transmissio

As analises de microscopia eletronica de transmissdo (ultraestruturais),
foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletronica e Analise
Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia da UFLA. Foram coletados
fragmentos de 0,5 cm’, imersos em solugio fixadora [2,5% glutaraldeido e 2,5%
paraformaldeido em tampao cacodilato 0,05M (pH 7,0) + CaCl, 0,001M]. Apoés
a pré-fixagdo as amostras foram cortadas em fragmentos de Imm?’, lavadas em
solucdo tampao fosfato por trés vezes durante 10 minutos e pos-fixados em
tetroxido de 6smio 1% em solucdo tampao cacodilato 0,05M por 1-2 horas. Em
seguida, foram lavados por trés vezes em agua destilada e colocados em solugdo
a 0,5% de acetato de uranila durante 12 horas a 4°C. Apo6s esse periodo foram
novamente lavadas em agua destilada por trés vezes e desidratados em gradiente
de acetona (25, 30, 40, 50, 70, 80, 85, 90 ¢ 95% por 10 minutos ¢ trés vezes de
10 minutos em 100%). Logo apo6s, o material foi incluido em gradiente crescente
de acetona e resina Spurr 30% por 8 horas, 70% por 12 horas e 100%, duas
vezes por 24 horas cada e polimerizado em estufa a 70°C por 8 horas. Apos esse
periodo, os blocos de resina, contendo as amostras, passaram pelo processo de
desbaste para retirar o excesso de resina e em seguida foram obtidas secdes
ultrafinas (<100nm) usando-se um ultra micrétomo modelo Leica MT-Ultracut,
com o auxilio de navalha de diamante. Os cortes foram coletados em tela de
cobre e contrastados em acetato de uranila 2%, seguido por citrato de chumbo
0,2% por trés minutos cada, e, apds a secagem, examinados em microscopio

eletronico de transmissdo (MET) Zeiss EM 109 a 80kv.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando observadas no microscopio eletronico de transmissao (MET), as
células do parénquima esponjoso, das amostras do controle de feijao cultivadas
no Latossolo apresentaram grande quantidade de cloroplastos e graos de amido
(Figuras 1A e 1D). Os cloroplastos moldam a morfologia celular e possuem
estrutura mais alongada. Estas células sdo envolvidas por uma fina parede
celular (Figura 1B) constituida por microfibrilas concéntricas de celulose, nticleo
central (Figura 1C) com a mesma eletro-densidade aparente, embebidas em uma
matriz amorfa eletro-transparente (Figura 1A).

Ao analisar as células das plantas de feijao cultivadas por 21 dias em
solo com concentragio de 13,6 mg kg' de Cd, as mesmas apresentaram
alteracdes na organizagdo dos seus constituintes quando comparadas ao controle.
Foi observado o aumento da espessura da parede celular e de pontuagdes com
maior eletro-densidade (Figuras 2A e 2D) e o aparecimento de inimeras
vesiculas de degradagdo (Figura 2E). Os nucleos estavam reduzidos e as
mitocondrias estavam com aspecto desuniforme e eletro-densas (Figura 1F).
Algumas células apresentaram apoptose, enquanto em outras, foi possivel
observar a ruptura da parede celular (Figura 2C). Em relacao aos cloroplastos
destas células, ocorreu redu¢do na quantidade ¢ no tamanho e os tilacoides
sofreram altera¢des estruturais significativas e variagdes no empilhamento.

As pontuagdes escuras encontradas na parede celular, provavelmente,
sdo devidas a uma das formas de absor¢ao do Cd pelas células, que ¢ através de
canais de calcio e potassio (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002). O Cd possui
afinidade pelo mesmo sitio de absor¢do do Ca, e por consequéncia, é possivel
que tenha ocorrido a imobilizagdo deste elemento nas paredes celulares

(GREGER; LOFSTEDT, 2004; WAISBERG et al., 2003).
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A redugdo do numero de cloroplastos observada pode ser justificada pela
influéncia direta do Cd em enzimas relacionadas a biossintese de clorofilas, o
que implica na alteracdo do tamanho e reducdo no numero de cloroplastos por
célula das plantas expostas a este metal (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO,
2005; GODBOLD; HUTTERMAN, 1985). Ja Kurdziel, Prasad e Strzalka
(2004) afirmam que a interferéncia do Cd esta mais relacionada ao decréscimo
na replicagdo e divisdo celular do cloroplasto do que com a interacao direta entre

o Cd e a biossintese de clorofila.

(X

LA &

Figura 1 Eletromicrografia de transmissdo de Phaseolus vulgaris mostrando as
células do mesofilo cultivadas sem condigdes de estresse no
Latossolo (controle)

Legenda: EI = espaco intracelular. GA = grio de amigo, Pc = parede celular, N = nucleo.
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Figura2 Eletromicrografia de transmissdo mostrando células do mesofilo de
Phaseolus vulgaris cultivados na concentragio de 13,6 mg kg™ de Cd
no Latossolo

Legenda: Vs = vesiculas, C = cloroplastos, M = mitocondrias, Pc = parede celular,
Setas = material eletro-denso.
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Outros autores também ja observaram que as folhas de plantas expostas
a Cd sofrem distorgdes nos tilacoides, desorganizagdes do grana, diminui¢ado dos
espacos intercelulares e das células do mesofilo. (ARAVIND; PRASAD, 2005;
DJEBALI et al., 2005; GRATAO et al., 2005; SANDALIO et al., 2001).

A diminui¢do do acimulo de grao de amido em cloroplastos de células
cultivadas sob estresse de elementos-trago, assim como observada neste
experimento para o feijao cultivado em Latossolo, também ja foi observada por
outros autores. Azzarello et al. (2012) avaliaram o efeito de doses de Zn (100 a
5000 pmol L") em solugdo nutritiva na fisiologia e analises ultraestrutural de
Paulownia tomentosa (kiri japonés) e observaram a reducdo de graos de amido
no cloroplasto e em volta do nucleo.

As diferentes espécies de plantas podem apresentar comportamento
diferenciado quanto as modificagdes ultraestruturais das células, sendo as
alteragdes especificas para cada elemento-traco e independente das
concentra¢des com que as plantas sdo tratadas (SHI; CAIA, 2009). Observagdes
diferenciadas foram encontradas nas células do tratamento controle de plantas de
milho cultivadas em Latossolo, observadas em MET, onde nota-se grandes
quantidades de cloroplastos, alguns com presenca de graos de amido e
empilhamento das tilacoides caracteristico. A parede celular em sua maioria era
constituida por uma fina espessura e uma eletro-densidade uniforme. Os espagos

intracelulares apresentaram aspectos amorfos e elétron-transparentes.
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Figura 3 Eletromicrografia de transmissdo de Zea mays mostrando as células

do mesofilo cultivadas sem condi¢des de estresse no Latossolo
(controle)

Legenda: Elr = espago intercelular, EI = espaco intracelular. GA = grdo de amigo, Pc
= parede celular, C = cloroplasto.

Ao comparar a mesma espécie, mas que foi cultivada durante 21 dias na
concentragio de 13,6 mg kg' de Cd no solo, foi observado aumento dos
vacuolos, grande quantidade de vesiculas de degradacdo (Figura 4A), maior
nimero de plastideos ¢ redugdo do nimero e alteragdes das membranas das
mitocondrias. Mas em algumas células ainda foram observados alguns
cloroplastos com graos de amido, porém em menor quantidade e em tamanho
reduzido quando comparados ao controle (Figura 4D). Ainda nas células deste

tratamento, foram observadas pontuagdes escurecidas na parece celular (Figura
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4.B) e, principalmente, aumento de materiais eletro-densos no espago
intercelular acumulados proximos a lamela média (Figura 4C).

Um dos efeitos conhecidos do Cd ¢ a alteracdo na permeabilidade das
membranas das mitocondrias (LOSCH, 2004), como foi observado no presente
trabalho. Este estresse oxidativo pode causar variagdes no metabolismo da
planta, pois essas alteragdes nas membranas mitocondriais reduzem o gradiente
protonico e a geracdo de ATP. Um dos mecanismos de tolerancia existente € a
mudanga no metabolismo do carbono para suprimento da demanda energética,
com o aumento da rota glicolitica (NOCITO et al., 2008; SARRY; KUHN,
2006).
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Figura4 Eletromicrografia de transmissdo mostrando células do mesofilo de
Zea mays cultivados na concentragdo de 13,6 mg kg’ de Cd no
Latossolo

Legenda: Vs = vesiculas, C = cloroplastos, GA = grdo de amido, Pc = parede celular,
Setas = material eletro-denso.

A concentracdo de material eletro-denso, muito provavelmente, pode ser
acumulo do elemento-trago, pois a lamela média é constituida quimicamente por
pectatos de Ca ¢ Mg e como se sabe, o Cd compete pelo mesmo sitio de
absor¢do que o Ca, (DONG; WU; ZHANG, 2006), podendo ser a explicagdo
para esse material ter sido encontrado na amostra do tratamento, o que nao foi
observado na amostra do controle.

Pelas analises ultraestruturais obtidas através do MET, notou-se que as

plantas de feijdo sofreram maiores danos celulares, tanto nos componentes
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protoplasmaticos e nao protoplasmaticos, do que as plantas de milho cultivadas
na concentragio de 13,6 mg kg' de Cd. Como esses componentes sio
responsaveis pelas fungdes vitais das células, a auséncia do correto
funcionamento destas organelas gerou danos as plantas e, portanto, podemos
concluir que nessas condigdes o feijao tolerou melhor o estresse do Cd quando
comparado ao milho.

Ao analisar as células das plantas de feijdo do tratamento controle
cultivadas no Cambissolo, assim como no Latossolo, as células e suas estruturas
apresentaram aspectos aparentemente normais (Figura 5), com grande numero
de cloroplastos por célula (Figura 5A), muitos deles com graos de amido e
membranas com espessura fina (Figura 5B). Tanto o espago intercelular e
intracelular apresentaram caracteristicas eletro-densas translucidas e uniformes.

Ao comparar as células do controle, com as cultivadas por 21 dias em
concentragio de 24,4 mg kg de Cd no solo, foi observado o aumento do
espessamento da parece celular (Figura 6A e 6F) e inumeras vesiculas de
degradacao (Figura 6D). Essas vesiculas demonstram que as células estavam em
processo de apoptose, que normalmente ocorre quando as células ndo sofrem
autolise e estdo sob alguma condicdo severa de estresse. Mas, em algumas
células foi observada a lise.

Como pode ser observado na Figura 6, foi encontrado um acumulo de
material eletro-denso em forma de pontuacdes, semelhante aos das células de
feijao e milho cultivadas na dose de 13,6 mg kg'de Cd no Latossolo (Figuras 2 e
4). Essas pontuacgdes na parede celular, muito provavelmente, sdo de acimulo de
Cd, que foi aderido pelo sitio de absor¢do do Ca. Houve também reducdo do
numero de cloroplastos, alteragdes no empilhamento dos tilacoides e
interferéncia nas membranas das mitocondrias.

No entanto, foi observada uma alteracdo diferente que nao foi vista nas

plantas de feijdo cultivadas em Latossolo. Nos feixes vasculares, foram
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encontrados corpos mais eletro-densos ¢ com morfologia que muito
provavelmente indica que ndo pertencem as células (Figuras 6B e 6C).
Possivelmente, trata-se de uma complexagdo intercelular (quelagdo), que ¢ um
dos mecanismos mais importantes, na detoxificacdo para a tolerancia do estresse
ao Cd (COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002).

A sintese das fitoquelatinas (PC) ¢é rapidamente induzida apos a
exposicdo a elementos-trago, sendo que o Cd é o indutor mais forte desta
acumulagdo. As PC sd3o sintetizadas enzimaticamente a partir da GSH e
catalizadas pelas enzimas PCS (sintetase de fitoquelatinas) (GRILL;

WINNACKER; ZENK, 1987; MAITANI et al., 1996). Essas PC associadas ao

Cd no citossol poderiam estar transportando o Cd para o vactolo para formacao

de cristais e anulacao do efeito toxico (CLEMENS, 1999).

Figura 5 Eletromicrografia de transmissdo de Phaseolus vulgaris mostrando as
células do mesofilo cultivadas sem condigdes de estresse no
Cambissolo (controle)

Legenda: C = cloroplasto,GA = grao de amigo, Pc = parede celular, N = ntcleo
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Figura 6 Eletromicrografia de transmissdo mostrando células do mesofilo de
Phaseolus vulgaris cultivados na concentragdo de 24,4 mg kg™ de Cd
no Latossolo

Legenda: Vs = vesiculas, C = cloroplastos, GA = grao de amido, Pc = parede celular,

N = nticleo, M = mitocondria, PC = fitoquelatinas, Setas = material eletro-
denso.
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O uso deste mecanismo de defesa, formagdo das PC, pode ser a
explicacdo plausivel para as plantas de feijdo cultivadas em Cambissolo terem
apresentado melhor crescimento e desenvolvimento quando comparadas as
plantas de feijao cultivadas em Latossolo com a mesma concentragdo de Cd.

Ao avaliar as plantas de milho cultivadas no tratamento controle do
Cambissolo (Figura 7), foi observada grande semelhanga com o controle do
milho no Latossolo (Figura 3). As células apresentaram espessamento fino da
parede celular (Figuras 7A e 7B), grande numero de cloroplasto por células e
empilhamento dos tilacoides aparentemente normal (Figura 7A). Nas células do
sistema vascular foram observadas poucas vesiculas e de tamanho reduzido.

Na concentragio de 24,4 mg kg, as plantas de milho apresentaram
comportamento semelhante a essa mesma espécie cultivada sob condigdes de
estresse de Cd no Latossolo. Houve redug¢do do numero ¢ no tamanho dos
cloroplastos das células (Figura 8A), pontuagdes mais eletro-densas na parede

celular (Figuras 8B E 8D) e inumeras vesiculas de degradagdo (Figuras 8C E

8D), demonstrando que as células estdo sob condigdes de estresse.

Figura 7 Eletromicrografia de transmissdo de Zea mays mostrando as células
do mesofilo cultivadas sem condigdes de estresse no Cambissolo
(controle)

Legenda: C = cloroplasto,Pc = parede celular.
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Figura 8 Eletromicrografia de transmissdo mostrando células do mesofilo de
Zea mays cultivados na concentragio de 24,4 mg kg' de Cd no
Latossolo

Legenda: Vs = vesiculas, C = cloroplastos, Pc = parede celular, Vs = vesicula, Setas =
material eletro-denso.
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4 CONCLUSAO

Ao serem submetidas ao estresse causado pelo Cd, as plantas de milho e
feijdo cultivadas em Latossolo e Cambissolo apresentaram alteragdes e
degradacdes nas organelas das células do mesofilo. Possivelmente, hd acumulo
deste elemento-trago na parede celular.

Nas plantas de feijdo cultivadas no Cambissolo, observa-se que o Cd
pode ter complexado com as fitoquelatinas e estar em processo de formagao de

cristais, como um mecanismo de tolerancia.
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CAPITULO 5 Derivagiio do valor de prevencio de Cd para os solos de

Minas Gerais

RESUMO

Os Valores de Prevengdo (VP) para o solo s@o estipulados com base na
adi¢do limite de elementos-trago, que ndo comprometa a qualidade de suas
funcdes. Esses valores sdo instrumentos para o gerenciamento ambiental,
visando a protecdo do solo. A resolugdo 420 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente - CONAMA (2009) deliberou sobre a adocdo dos valores de
prevencao do Estado de Sao Paulo para todos os Estados do Brasil por cinco
anos, prazo para que todos os Estados estabelecessem os proprios valores. Minas
Gerais ainda ndo possui o valor de prevencao para Cd estabelecido. Diante disso,
objetivou-se neste trabalho realizar testes de ecotoxicidade com plantas e gerar
subsidios para a determinagdo do valor de prevengdo para Cd para solos do
Estado de Minas Gerais. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na
Universidade Federal de Lavras. Os testes foram realizados com quatro espécies
consideradas sensiveis (arroz, feijao, milho ¢ rabanete) a elementos-trago. As
plantas foram submetidas a diferentes doses de Cd (0,4; 0,72; 1,29; 2,3; 4,1;
13.6; 24,4 mg kg™) por 21 dias. Foram avaliados os pardmetros de germinagdo,
analise de crescimento, trocas gasosas e florescéncia. De posse desses
resultados, foi calculada a concentragdo efetiva que causa danos a 50% dos
organismos (EC50) e a partir deles foram derivados os valores de concentragao
perigosa para 5% dos organismos testados (HCS5). Ao HCS5 foi adicionado o
valor de referéncia de qualidade (VRQ) de Cd para Minas Gerais ¢ obtido o
valor de prevengdo. Foram encontrados os valores para Latossolo, Cambissolo e
ambos os solos, de 2,55; 10,75 e 3,05 mg kg'lem solo seco, respectivamente.
Acredita-se que as variacdes desses valores sdo relacionadas principalmente aos
atributos do solo, pois sdo eles que determinam a fracdo disponivel do elemento-
trago no solo. Os resultados encontrados podem servir como subsidio para o
orgdo ambiental de Minas Gerais determinar o valor de prevengdo de Cd para o
Estado. Mas acredita-se que seja importante estudos ecotoxicoldgicos e
derivagdo de VP's para cada classe de solo, assim como foi realizado neste
estudo para Latossolo e Cambissolo (2,55 mg kg' e 10,75 mg kg',
respectivamente). Esta divisdo por classe de solo possibilitaria que a fiscalizagdo
¢ as medidas de precaugdo pudessem ser realizadas com valores especificos das
caracteristicas de cada solo. Para que os valores possam ser representativos ¢
necessario que os protocolos sejam mais bem elaborados e que se utilize uma
maior quantidade de parametros para o calculo, a fim de se aumentar a
sensibilidade dos resultados.

Palavras-chave: Elementos-trago. Ecotoxicidade. Valores orientadores.
Fitotoxidez.
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ABSTRACT

Soil prevention values (PV) are stipulated based on limited additions of
trace elements to the soil in order not to compromise soil quality and function.
These values are instruments for risk management, aiming at soil protection. The
Brazilian National Environmental Council, in its CONAMA 420-2009 directive,
deliberated the adoption of the prevention values initially set for the State of Sao
Paulo for all Brazilian states for five years, until all states could establish their
own. Minas Gerais does not yet present an established prevention value for Cd.
Therefore, this work performed ecotoxicity tests with plants aiming to generate
subsidies that could contribute for the determination of prevention value for Cd
in soils from the state of Minas Gerais. The experiment was conducted in a
greenhouse at the Universidade Federal de Lavras, and the tests performed with
four species considered sensitive (rice, bean, corn and radish) to trace elements.
The plants were submitted to different Cd doses (0.4; 0.72; 1.29; 2.3; 4.1; 13.6;
24.4 mg kg for 21 days. We evaluated germination, growth analysis, gas
exchanges and fluorescence parameters. With these results, we calculated the
effective concentration which causes damage to 50% of the organisms (EC50)
and, from these, were derived hazardous concentration values for 5% of the
tested organisms (HCS). After that we added the Cd quality reference value
(QRYV) for Minas Gerais to the HCS5 in order to obtain the prevention value. We
found the values of 2.55; 10.75 and 3.05 mg kg™ of dry soil for the Oxisol, the
Inceptsol and both soils, respectively. We believe that the variations of these
values are mainly related to the soil’s attributes affecting the available fraction
of Cd in the soil. The results found may serve as a subsidy for helping the
environmental agency of Minas Gerais to determine the state prevention value
for Cd in the soil. It is important to perform ecotoxicological studies and PV
derivation for each soil class, as was performed in this study for an Oxisol and
an Inceptsol (2.55 mg kg and 10.75 mg kg™, respectively). This division by soil
class could allow monitoring and mitigation measures to be set specifically by
soil type. In addition, for setting more robust prevention values, we suggest the
use of a larger amount of calculation parameters in order to increase the
sensitivity of the results.

Keywords: Trace elements. Ecotoxicity. Soil Screening values. Phytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Reconhecendo-se as dimensdes continentais do Brasil e a diversidade de
ambientes de formagdo de solos, deve-se ter em mente a grande variabilidade
natural dos teores de elementos-trago em diferentes ecossistemas. Esses teores,
mesmo elevados, muitas vezes ndo caracterizam contaminagdo ambiental, mas
sim refletem as caracteristicas intrinsecas do ambiente. Verifica-se, portanto, a
necessidade de proposi¢do de valores de referéncia de qualidade para elementos-
trago que sejam representativos e especificos para cada regido (HUGEN, 2010).

Até recentemente existia uma atitude generalizada de subestimar os
riscos de poluicao do solo, observada pela falta de politicas e de agdes voltadas
para sua prote¢io (COMPANHIA AMBIENTAL DE SAO PAULO - CETESB,
2001). As legislagdes atualmente em elaboragdo sdo de carater preventivo e
visam estabelecer critérios para ocupagdo do solo que evitem as perdas de suas
fungdes.

Os valores preventivos foram caracterizados para evitar que o solo se
torne uma area contaminada e referem-se a um limite de adicdo de metais no
solo, independentemente do seu motivo de deposi¢do. Tais valores sdo derivados
de estudos de ecotoxicidade para elementos-traco, uma vez que, OS
contaminantes, quando presentes na solug@o do solo, podem ser absorvidos pelas
plantas (CETESB, 2001).

O Brasil adotou os valores de referéncia, inclusive o de prevengao,
estabelecidos para o Estado de Sdo Paulo, através da resolugio CONAMA 420
de 2009, por um periodo de cinco anos, tempo para que os estados brasileiros
estabelegam seus proprios valores de referéncia (CONAMA, 2009). O fato de os
teores naturais de elementos-traco estarem ligados diretamente ao material de

origem e aos processos pedogenéticos faz com que a extrapolagdo de valores de
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referéncia para areas diferentes daquelas utilizadas para a obtengdo dos dados se
torne um procedimento inadequado (BIONDI et al., 2011).

Portanto, vé-se a necessidade de desenvolver trabalhos buscando a
determinacdo de valores de prevengdo especificos para cada regido. Isto
permitira demonstrar um manejo adequado, sustentavel e que possa contribuir
tanto na produtividade, quanto na melhoria da qualidade dos produtos agricolas,
assim como determinar a ocorréncia de contaminacdo por esses elementos em
areas agricultaveis.

Alguns elementos-trago sdo considerados essenciais por exercerem
funcdo biologica, enquanto outros ndo o sdo. O Cd ¢ considerado um elemento-
traco nao essencial. Os seus efeitos toxicos interferem no funcionamento das
plantas, da biota do solo, afetando a produtividade e a sustentabilidade dos
ecossistemas e, inclusive, ameacam a saide humana (KLAUBERG-FILHO et
al., 2005; RODRIGUES, NALINI JUNIOR, 2009). Apesar da alta toxicidade do
Cd, ainda ndo s3o encontrados estudos de valores de prevengdo para esse
elemento para os solos do Estado de Minas Gerais.

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho realizar testes de
ecotoxicidade com plantas e, através de pardmetros fisiologicos, obter
embasamento e gerar subsidios para a determinacao do valor de prevencao para

o Estado de Minas Gerais.
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2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncias do Solo da Universidade Federal de Lavras/UFLA em Lavras-MG (44°
55> W; 21° 05° S), segundo as recomendagdes da Resolugdo CONAMA 420 de
2009, ISO 11.269-2 ¢ OECD-208. Foram selecionadas duas classes de solo do
Estado de Minas Gerais consideradas representativas, classificadas como
Latossolo Vermelho Amarelo distrofico tipico textura média a moderado e
Cambissolo Haplico Tb distréfico tipico a moderado, ambos da fase floresta
tropical subperenifolia. Estes solos sdo considerados limpos quanto ao Cd, ou
seja, VRQ<0,4 mg kg de peso seco (Fundagdo Estadual do Meio Ambiente -
FEAM, 2011), determinada por digestdo com &acido nitrico concentrado em
forno micro-ondas (USEPA 3051A da Agéncia de Protecdo Ambiental dos
EUA).

Apds a caracterizagdo quimica e fisica dos solos, foi realizada a
adubagdo e corregdo (Tabela 1 ¢ 2) segundo as recomendagdes da 5°
aproximacio (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999) segundo as
especificidades de cada espécie utilizada neste experimento. Foram adicionadas
diferentes doses de nitrato de cadmio - Cd(NOs),.4(H,0) - (0,4; 0,72; 1,29; 2,3;
4,1; 13,6; 24,4 mg kg'l) por meio de solugdo. As doses foram determinadas
utilizando como parametros os valores orientadores ja estabelecidos pela
resolucao 420 do CONAMA (2009), que tomou como referéncia os valores para
os solos de Estado de Sao Paulo determinados pela CETESB. Os valores
estabelecidos para este experimento sdo multiplos de 1,8 conforme sugestdo da
normativa da Organisation for Economic Co-Operation and Development -

OECD (2006).
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Tabela 1 Fertilidade do Latossolo e Cambissolo

pH K P Ca Mg Al CTCy V MO
L7011 I — cmol dm™ %

Latossolo 4,8 32 1,13 03 0,1 0,6 1,08 9,64 1,64
Cambissolo 5,3 34 260 16 04 05 2,59 34,05 287

pH em agua relacdo 1:25; P, K: Extrator Mehlich 1; S: Extrator fosfato monocalcico em
acido acético; Ca®", Mg®" e AI’": Extrator KCI 1 mol™'; H + Al: Extrator acetato de calcio
0,5 mol L™, pH = 7,0; MO: Oxidagao Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N; SB: Soma de Bases;
CTCef.: Capacidade de troca cationica efetiva; V: indice de saturagdo de bases; MO:
Matéria organica.

Solos

Tabela 2 Textura do Latossolo e Cambissolo

Textura
Solos Argila Silte Areia
%
Latossolo 24 12 64
Cambissolo 31 22 47

Foram selecionadas duas espécies de monocotiledoneas (Zea mays,
Oryza sativa) e duas eudicotiledoneas (Phaseolus vulgaris, Raphanus sativus)
consideradas sensiveis de acordo com a lista da ISO 11.269-2 (International
Standard Organization - ISO, 2013).

O estudo constituiu-se de dois experimentos distintos.O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (7x4)+3,
ou seja, para cada classe de solo, 7 doses de Cd, 4 espécies de plantas com trés
repetigdes e trés controles para cada espécie. Cada unidade experimental constou
de um vaso contendo 500g de solo com 20 sementes. A umidade foi mantida
entre 50 e 60% da capacidade de campo. Apds a germinagdo, o numero de
plantas por repeti¢do foi reduzido para 10. O experimento teve duracdo de 21
dias, apds a germinagdo de 50% do controle de acordo com as recomendacdes da

OECD (2006).
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Para obtencao dos parametros para a derivagdo do valor de prevengao,
para cada espécie, foram determinadas algumas varidveis fisioldgicas. Foi
avaliada germinabilidade (%G) e o Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE)
segundo célculos sugeridos por Maguire (1962). Para a analise de crescimento,
determinou-se a altura da parte aérea, didmetro do coleto, nimero de folhas e
area foliar (AF), matéria fresca da parte aérea (MFPA), raiz (MFR) ¢ total
(MFT). Apo6s a secagem do material em estufa de circulagdo forgada a 70°C até
atingir peso constante, foi determinada a matéria seca da parte aérea (MSPA),
raiz (MSR) e total (MST).

Foi determinado o Indice de Clorofila (IC) das quatro espécies através
do clorofilometro (Chlorophyll Meter, SPAD-502) da Minolta Co., Japao, 1989.
As medigoes de trocas gasosas foram realizadas somente em milho e feijdo, pois
as demais espécies ndo possuiam area foliar suficiente para completar a cimera
de led do equipamento e as leituras foram realizadas com o auxilio de um
analisador de gas infravermelho (IRGA — Li-Cor LI — 6400XT). Sua camera de
led foi programada para uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos (DFFFA) de 600umol m™® s'. Foram determinados os valores de
fotossintese liquida (A—umol CO, m™ s™), transpirag¢do (E-mmolH,O m™ s™) e
condutancia estomética (gs — mol H,O m™s™).

Nas mesmas folhas em que foram feitas as analises de trocas gasosas,
com o auxilio de um fluorometro portatii MINI-PAM (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Alemanha), foram realizadas as analises de fluorescéncia da clorofila
a. As avaliagdes foram realizadas segundo Bilger et al. (1995) e Heinz Walz
GmbH (1993) pela superficie adaxial das folhas. Os parametros foram
analisados em funcdo da irradidncia (P.A.R.) que obteve a maior taxa de
transporte de elétrons do controle. Através da curva de resposta ao fluxo de
fotons fotossintéticos (FFF), com aplicacdo de oito pulsos crescentes de

intensidade de radiacdo, foi obtida a eficiéncia fotoquimica potencial do PSII
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(F\/Fn). A taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) foi calculada a partir da

equagao:
Fv
ETR = (—) X FFF x 0,5 X 0,84
Fm

2.1 Analises estatisticas

A partir de cada parametro obtido nos ensaios com plantas, foram
calculados os EC’s 50 através de modelos de regressdo ndo lineares que melhor
se ajustaram pelo programa STATISTICA, versdao 7. Os valores de HC5 foram
calculados pelo programa ETX 2.0 (VLAARDINGEN et al., 2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de concentracdo efetiva que causam danos em 50% dos
organismos testados (EC50)sdo parametros ecotoxicolégicos e podem ser usados
para a derivacdo de valores orientadores, como no presente estudo foi utilizado
para a obtencdo de valores de prevencao. Eles variam conforme a sensibilidade e
as condi¢des em que cada organismo esta sendo avaliado. Ao avaliar os valores
de EC50 derivados para os dois solos, verificou-se diferenga entre os valores
obtidos para eles (Tabela 3). Em ambos os solos, das variaveis analisadas, os
parametros mais sensiveis foram os relacionados ao aparato fotossintético,
seguidos dos parametros de crescimento e germinagao.

O wuso dos parametros mais sensiveis (e.g. fotossintese liquida,
transpira¢do, condutancia estomadtica) para o célculo do valor de prevengdo
(VP), foi importante, pois,aumentou a restri¢do e aproximou o VP da realidade,
uma vez que alteragdes no metabolismo e na fotossintese desencadeiam
alteragdes de forma direta e indireta no crescimento e desenvolvimento do
vegetal. Conforme pode ser observado na Tabela 3, os valores de EC50
relacionados a fotossintese foram menores dos que o de crescimento e
germinacao.

Como a intengdo ¢ a derivacdo de valores preventivos, torna-se
necessario a utilizagdo de parametros sensiveis, que antecedam os sintomas
visuais e que tenham correlacio como desenvolvimento vegetal. Isso ¢é
importante, pois se trata de um valor de alerta, indicando que alteracdes
importantes ja estdo ocorrendo no metabolismo vegetal, entretanto, ainda ndo
sdo tdo severas e irreversiveis. Entdo, se o monitoramento do solo acontecer de
maneira correta, ainda ¢ viavel e possivel que os individuos completem seu

biociclo.
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Tabela3 Valores de EC50 calculados de diversos parametros para Latossolo e

Cambissolo
R , . Latossolo Cambissolo
Parametros Espécies 4 5 p 5
EC50 (mgkg’) R° EC50(mgkg’) R
Arroz 12,17 0,88 * *
D Feijao * * * *
Germinabilidade Milho 19.17 097 . .
Rabanete 11,17 0,9 * *
fudice d Arroz 12,08 0,89 18,31 0,83
ndice de er
Velocidade de Fe.ljao 20,93 0,94 31,27 0,94
Emergéncia Milho 17,49 0,92 14,24 0,96
Rabanete 1,48 0,91 25,4 0,95
Arroz 10,57 0,82 39,01 0,83
Altura da parte Feijao 11,48 0,94 54,36 0,85
aérea Milho 21,44 0,98 46,67 0,94
Rabanete * * * *
AITOZ k %k %k *
1a * * * *
Numero de folhas Fe,lj a0
Milho * * * *
Rabanete * * * *
AITOZ * * * *
Diametro do Feijao * * * *
coleto Milho * * * *
Rabanete * * * *
AITOZ % * % *
, s * * * *
Area foliar Fe.lj a0
Milho * * * *

Rabanete * * * *
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“Tabela 3, continua”

R L . Latossolo Cambissolo
Parametros Espécies . 5 0 5
EC50 (mgkg’) R~ EC50(mgkg’) R
AITOZ % % % *
Matéria frescada  Feijao 7,66 0,98 40,06 0,82
parte acrea Milho 29,02 0,8 * *
Rabanete 6,54 0,83 * *
AITOZ % * % %
Matéria frescada  Feijao 11,48 0,79 * *
raiz Milho 18,03 0,8 * *
Rabanete * * * *
Arroz * N 14,54 0,88
Matéria fresca Feijao 11,01 0,92 8,49 0,94
total Milho 21,5 0,82 31,91 0,79
Rabanete * * * *
Arroz * * * *
Matéria seca da Feijao 4,61 0,98 * *
parte acrea Milho 3,45 0,73 25,51 0,78
Rabanete * * * *
AITOZ k %k %k k
Matéria seca da Feijao 12,67 0,7 * *
raiz Milho 13,71 0,84 * *
Rabanete * * * *
Arroz * * 23,6 0,75
11y % %
Matéria seca total Fe.1Ja0 11,29 0,92
Milho 13,77 0,81 44,72 0,73

Rabanete * * * *
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R . . Latossolo Cambissolo
Parametros Espécies . 5 . 5
EC50 (mgkg’) R~ EC50(mgkg’) R
AITOZ % %k % %k
119 % %k % %k
SPAD Feyao
Milho 14,45 0,9 * *
Rabanete 10,34 0,93 64 0,71
Fotossintese Feijao 5,38 0,94 * *
liquida Milho 3,45 0,72 : *
Condutancia Feijao 2,14 0,73 * *
estomatica Milho 32 0,97 * *
N Feijao 2,8 0,98 * *
Transpiracao .
Milho 1,12 0,98 13,9 0,76
AITOZ % %k % %
Eficiéncia do Feijao * * * *
fotossistema I Milho * * * *
Rabanete * * * *
_ Arroz 6,53 0,9 * *
Taxa relativa de Feijio % % % %
transporte de i . . . .
elétrons Milho
Rabanete 4,94 0,97 * *

* Nao foram significativos a 5% de probabilidade para regressdes ndo lineares

Em uma avaliagdo de risco ecotoxicologico, um ecossistema ¢

considerado protegido quando as espécies em questao possuem 95% dos valores

de EC50 protegidos. Para tanto, de posse dos valores de EC50, foram plotados

graficos de distribuicdo das espécies de acordo com a sensibilidade (SSD),

conforme pode ser observado nas Figuras 1, 2 e 3. A partir de entdo, foram

obtidos os valores da concentragdo perigosa para 5% dos pardmetros testados



173

(HCS), que ¢ a restri¢do necessaria para a prote¢do do ecossistema em um solo

que estd em monitoramento e sob alerta. Foram derivados valores especificos

para Latossolo, Cambissolo e para os dois solos conjuntos (Tabela 4).

Figura 1
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Figura 3
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Foram utilizados os valores médios de HC5 e conforme observado na
Tabela 4, os valores foram distintos entre si, sendo a diferenca dos valores de
Latossolo com o Cambissolo, de mais de 8,2 mg de Cd kg de solo seco. Isso
evidencia que os atributos do solo sdo determinantes para o estabelecimento
desses valores, pois sdo esses atributos que determinam a fra¢do disponivel do
elemento-trago no solo. Os resultados de HCS expressam de maneira indireta
esta disponibilidade. O Latossolo, por apresentar condigdes que favoreceram
uma maior disponibilidade de Cd (pH mais acido, menores valores de CTC,, ¢
matéria organica), apresentou um menor valor de HCS, indicando que as
alteracdes vegetais sdo mais sensiveis a essa condicao.

Diferentemente do Cambissolo (Tabela 4), que apresentou valores 4,8
vezes maiores quando comparados ao Latossolo. Este resultado reforca ainda
mais que ndo somente o teor total (dose aplicada), mas o teor fitodisponivel deve
ser analisado nestes estudos, pois esse foi o principal parametro que alterou o

desenvolvimento das plantas.

Tabela 4 Valores de HCS para Latossolo, Cambissolo ¢ ambos os solos

Latossolo” Cambissolo” Ambos os solos’
LL HC5 1,4 6,39 1,81
HC5 2,15 10,35 2,65
UL HC5 2,97 14,16 3,59

“- Valores aceitos pelos testes de normalidade de Anderson-Darling ¢ Cramer von Mises
(p < 0,01); °- Valores aceitos pelos testes de normalidade de Anderson-Darling,
Kolmogorov-Smirnov e Cramer von Mises (p<0,01); LL HC5-menor estimativa para
HCS; HCS- concentragdo perigosa média para 5% dos individuos testados; UL HCS-
maior estimativa para HC5

Aos valores de HC5 para os dois solos € o que foi derivado de forma
simultanea para os dois solos, foi acrescido o valor de referéncia de qualidade

VRQ) para os solos de Minas Gerais que ¢ de 0,4 mg de Cd kg de solo
( p q g g
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seco(FEAM, 2011) para a obtencdo do valor de prevencao, conforme pode ser

observado na Tabela 5.

Tabela 5 Valor de prevencao de Cd para Latossolo, Cambissolo ¢ ambos os

solos
Latossolo Cambissolo Ambos os solos
mg kg de peso seco
VP 2,55 10,75 3,05

O valor de prevengdo de Cd para o Estado de Minas Gerias na
atualidade foi determinado pela Resolugdo CONAMA (2009) que adotou os
valores até entdo estabelecidos pelo 6rgdo ambiental de Sao Paulo, que ¢é de 1,3
mg de Cd kg de peso seco. Como podem ser observados na Tabela 5, os
estudos realizados nas duas classes de solos, que s3o encontradas em maiores
propor¢des no Estado de Minas Gerais (FEAM, 2011), diferiram do valor que
esta em vigéncia. No entanto, o que se torna evidente, devido as caracteristicas
de cada solo, ¢ que uma unica classe de solo nido pode ser considerada
representativa para todos os Estados, sendo necessario o estudo de mais de uma
classe para a obtengdo de resultados mais representativos.

O ideal ¢ a determinagdo de VPs para cada classe de solo, como foi
realizado neste estudo para Latossolo e Cambissolo, encontrando os valores de
2,55 mg kg'e 10,75 mg kg, respectivamente. Ao utilizar um valor especifico
para cada solo, e ndo uma aproximacdo, estd se protegendo o ntimero de
espécies desejados, levando em conta a restricdo que se deseja adotar e
considerando as caracteristicas de cada solo, viabilizando o funcionamento do
solo. Porém, para os 6rgdos ambientais, a fiscalizagdo por classes de solos pode
se tornar invidvel. Entdo, poderia ser indicado também para obter uma maior

representatividade, que seja derivado o VP com mais de uma classe de solo,
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como apresentado na Tabela 5, realizado para Latossolo e Cambissolo
simultaneamente, com valor de 3,05mg de Cd kg de peso seco de solo.

Os estudos de ecotoxicidade ainda estdo em fases iniciais no Brasil e
para a obtencdo de resultados mais fidedignos e responsivos as varidveis
analisadas, talvez os protocolos precisem ser mais bem elucidados e
estabelecidos. Pois, como observado no presente estudo, valores diferenciados
de pH, textura dos solos e matéria organica dentre outras variaveis, podem
influenciar os resultados, interferindo ndo somente nos valores de prevengao
mas em todos os valores orientadores gerando nimeros que nao condizem com a
realidade da variabilidade dos solos de uma regido.

Essas observacdes estdo de acordo com o reportado pelos autores Sanita
di Toppi e Gabrielli (1999), que afirmaram que a capacidade com que as plantas
podem absorver o Cd do solo pode sofrer interferéncia de fatores como
concentragdo ¢ biodisponibilidade, os quais sdo determinados pelo teor de
matéria organica presente no solo, pH, temperatura, bem como a presenca de

outros elementos.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo traz embasamento e pode servir como subsidio para o
orgdo ambiental de Minas Gerais determinar o valor de prevencdo de Cd para o
Estado. E sugere-se que a adicdo de novos pardmetros fisiolégicos como
variaveis adicionais para avaliar os riscos ecoldgicos de solos contaminados
pode ser relevante para a melhoria da sensibilidade dos ensaios com plantas.

Mas, acredita-se que seja importante o estudo ecotoxicologico e
derivagdo de VP's para cada classe de solo, assim como foi realizado neste
estudo para Latossolo e Cambissolo (2,55 mg kg'e 10,75 mg kg',
respectivamente). Esta divisdo por classe de solo possibilitaria que a fiscalizagao
e as medidas de precaucdo possam ser realizadas com valores especificos das
caracteristicas de cada solo. Para que os valores possam ser representativos ¢
necessario que os protocolos sejam melhores elaborados e que se utilize uma
maior quantidade de parametros para o calculo, aumentando a sensibilidade dos

resultados.
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