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RESUMO

SILVA, D. H. da. Fitotoxicidade e acumulo de cadmio ('*°Cd) em cultivares de
feijoeiro comum e caupi. 2011. 82 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) e caupi [Vigna ungticulata (L.) Walp] séo
alimentos basicos em muitos paises, principalmente no Brasil, sendo uma importante
fonte de proteinas, vitaminas e minerais, incluindo ferro e zinco. O cadmio (Cd) é
considerado o metal pesado mais preocupante a saude humana. Nao ha estudos
sobre a variabilidade genotipica quanto a concentracdo de Cd em diferentes
feijoeiros especialmente quando submetidos proximos a concentragao limitrofe para
intervencdo pela CETESB (3 mg kg'). O objetivo foi determinar e comparar a
concentracdo de Cd em graos de diversos cultivares de feijoeiros comuns Phaseolus
vulgaris L. e vigna Vigna ungdiculata L. (Walp.) em vasos de 2,5 dm™ de terra
oriunda de um latossolo tipico, bem como estudar os efeitos e o acumulo do
elemento em plantas com comportamentos distintos. Os experimentos foram
delineados inteiramente ao acaso. No primeiro experimento, sementes de cada
espécie (15 variedades de feijoeiro comum e 5 variedades de feijoeiro vigna) foram
plantadas em potes sob dois tratamentos: contaminado (3 mg dm® Cd) e
testemunha, em trés repeticdes. O indice SPAD foi medido nas plantas ao final do
estadio vegetativo e a avaliagao da producao de matéria seca da parte aérea no final
do ciclo. As concentragdes de Cd em graos foram determinadas por ICP-MS. Apéds a
selecao dos cultivares com maior e menor acumulacdo de Cd no grao, este foram
replantados em um experimento com 3 tratamentos: 3 mg dm™ Cd + '°Cd (solo);
199Cd (solo); 3mg dm™ Cd (solo) + '%°Cd (folha) e cinco repeticdes. Foram avaliadas
a medicao da taxa de assimilacdo de CO. in vivo e amostras do limbo foliar foram
coletadas para visualizacdo através da técnica de microscopia eletrbnica de
transmissdo. A parte aérea de feijoeiros radiomarcados foram expostas a filmes
radiograficos e a contagem referente a atividade do '°°Cd foi determinada por
espectrometria de cintilagao liquida. Resultados: O indice SPAD foi diminuido na
maioria dos feijoeiros testados, principalmente nas folhas jovens. A menor e maior
concentragdo de Cd foi observada nos cultivares BR3 Tracuateua (0,6 mg kg') and
BRS Timbé (2,3 mg kg') respectivamente. Em ambos a assimilagdo de CO; foi
alterada pela toxicidade de Cd, mas com a presenca de deformidades do limbo,
clorose e abscisdo da folha no BRS Timb6. Os cloroplastos do feijoeiro comum
contaminado mostraram abundancia de corpos osmiofilicos quando comparado ao
vigna. A auto-radiografia confirmou menor transporte de Cd da raiz para a parte
aérea pelo feijoeiro vigna e as concentracdes deste metal na parte aérea sao
maiores no caule e nervuras foliares. Comparado ao BR3 Tracuateua, o feijoeiro
comum BRS Timbé absorve e transloca maior quantidade de Cd aplicado na folha
para o grao, mas contribui muito pouco na concentracao total de Cd no feijao.

Palavras-chave: Contaminacao. Alimento basico. Cultivares. Metais pesados.



ABSTRACT

SILVA, D. H. da. Phytotoxicity and accumulation of cadmium ('®Cd) in
common beans and cowpea cultivars. 2011. 82 f. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) and cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp]
are a staple foods in many countries, particularly in Brazil, and it is an important
source of protein, vitamins, and minerals including iron and zinc. Cadmium (Cd) is a
heavy metal considered one of the most hazardous elements for humans. No data
are available on the cadmium (Cd) concentration in grain of these species, especially
under conditions of CETESB critical limits in soil (3 mg kg™). The objective were to
determine and compare concentrations of Cd in grain of common beans Phaseolus
vulgaris L. and cowpea Vigna unguiculata L. (Walp.) cultivated in 3 L pots with a
typical oxysol, as well as to study the effects and accumulation of Cd in plants with
distinct comportment. The trials were arranged as randomized design. In the first
experiment, seeds of each species (15 common beans and 5 cowpea cultivars) were
sowed in pots (3 mg kg Cd and control), replicated three times. The SPAD index
was measured in plants at the end of vegetative stage and the dry matter yield were
evaluated. Cd concentration in grain was determined by ICP-MS. After the selection
of major and minor Cd accumulators, these cultivars were sowed in a new trial with 3
treatments 3 mg dm™® Cd + '%°Cd (soil); '%°Cd (soil); 3 mg dm™ Cd (soil) + '®°Cd
(leaves) with five replications. The CO. assimilation was measured in vivo. Samples
of leaves were collected and the ultrastructure was observed in transmission
electronic microscope. The aerial parts of beans plants were exposed to radiographic
films and the activity of '%°Cd in was determined by liquid scintillation spectrometry.
Results: SPAD index were affected in most of plants tested, especially in young
leaves. The minor and major concentration of Cd were observed in BRS Timbo6 (2,3
mg kg”') and BR3 Tracuateua (0,6 mg kg™, respectively. In both cultivars, the CO»
assimilation was affected by Cd phytotoxicity, but there were leaves deformities,
chlorosis and leaf abscision in BRS Timb6. Common bean’s chloroplasts showed
more osmiophylics globules compared to cowpea. Autoradiography confirmed low
translocation root-to-shoot in caupi BR3 Tracuateua and the concentration of Cd was
higher in BR3 Timbo, especially in stem and veins of leaves. In comparison to
cowpea BR3 Tracuateua, the common bean BRS Timbd absorb and translocate
more Cd applied in leaves to grain, but it is inexpressive in total content of Cd in
beans.

Keywords: Contamination. Staple food. Cultivars. Heavy metals.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Consumo anual per capita de leguminosas na aquisicdo alimentar

(o (o701 o1 1= gl (o) c= | LTRSS 24
Figura 2 - Feijoeiros phaseolus e vigna do 1° experimento, agrupados por cultivar,

fotografados aos 19 dias ap0s a germinagao .........ccccceeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeenn. 42
Figura 3 - Cultivar BRS TimMbO. ......oooiiiiiiiiee e 43
Figura 4 - Producao média de matéria seca de folhas de Phaseolus vulgaris L. .....45
Figura 5 - Produgao média de matéria seca de caule de Phaseolus vulgaris L. ...... 45
Figura 6 - Produgao média de matéria seca de graos de Phaseolus vulgaris L. ..... 46
Figura 7 - Producao média de matéria seca de folhas de Vigna unguiculata L. (Walp)

Figura 9 - Producao média de matéria seca de graos Vigna unguiculata L. (Walp) 48
Figura 10 - Teores de Fe, Zn (eixo principal y) e Cd (eixo secundario y).................. 52
Figura 11 - Ultraestrutura celular de células do parénquima lacunoso de Phaseolus

vulgaris BRS TIMDO. .....uuiiiiiiii et 57
Figura 12 - Ultraestrutura celular de células do parénquima lacunoso do feijoeiro

vigna BR3 Tracuatua.......cccooeieiiiiiiieee s 58
Figura 14 - Auto-radiografia de feijoeiros contaminados com Cd + '®®Cd no momento
(o (oo (=T o= 1] (PRSP 60
Figura 15 - Auto-radiografia de foliolo e folha de feijoeiros contaminados + '%°Cd no
ESTATIO V. i e e e e e e e 63
Figura 16 - Auto-radiografia de parte aérea do feijoeiro BRS Timbé contaminados
com Cd + 1%%Cd N0 @SAdIO V3. ...t 64

Figura 17 - Auto-radiografia de raizes do feijoeiro BRS Timbé e BR3 Tracuateua

contaminados com Cd + '®°Cd no €StAdIO V3 ..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 65



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Lista de espécies e cultivares selecionados para o experimento de

variagao genotipica no acumulo de Cd no feijao.......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 27
TABELA 2 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L............ 37
TABELA 3 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna unguiculada L (Walp) 38
TABELA 4- Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L (folhas

YU o= g T0] (=) AR 38
TABELA 5 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna ungliiculada L (Walp)
(fOINAS SUPEIIOIES).cccieiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt 39

TABELA 6 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L (folhas
INFEIIOTES). e 39
TABELA 7 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna ungdiculada L (folhas
g1 (=Tq o] (=1 TR 40
TABELA 8 - Teores de Fe, Zn e Cd (mg kg') na matéria seca de grdos dos
feijoeiros contaminados, determinados por ICP-MS. ..........ccoooiiiinen. 51
TABELA 9 - Médias de concentracdo e acumulo de Cd em folhas de feijoeiros
(o0] 1 c= 10 01 0= Lo [0 13PTSR 53
TABELA 10 - Valores de fotossintese liquida de Phaseolus vulgaris BRS Timbé e
Vigna ungtiiculata L (Walp) BR3 Tracuateua .........cccccceveviiiiiiiiiiinnnnnnn. 55
TABELA 11 - Translocagdo do Cd aplicado no solo ('®°Cd) para 6rgdos das partes
areas de plantas dos feijo ir0S.......ccuuveiiiiieei i 68
TABELA 12 - Absorcdo e translocagdo do cd aplicado (%°Cd) nas folhas dos
feijoeiros, cultivados em solo contaminado (3 mg dm™ Cd)............... 69



SUMARIO

RESUMO.........iiciriieieressmerssmesssssss s ss s s sssmsssssmsessmssasn e sssms s essmssnssnsessnssssnssnsas 7
Y = 1S I N O 8
1 INTRODUGAO. ......cueeeerererererereeeeesssesesessssasasssasssasssssesssessssnsssssssnsssssssssasssas 13
2 REVISAO DE LITERATURA........ccoeurrererereeresesesesesesssesesssessasssasasasssssssessnens 15
2.1 Cd na Salde NUMANE........ccoiiiiiieiee e 15
2.2 Propriedades do Cd € OCOIENCIAS........cciurriieeeeeaiiiieeee e eeeeee e e 17
P2 O o I g To T <o ] o TSP UUPPTRPPRP 17
2.4 Cd NA PlANTA. ...c e 19
2.5 O FRIJOBIND. ..ot 23
2.5.1 O conSUMO A€ fEIJA0..........oeeeeeieeieeeeeeeee e 23
2.5.2 Os cultivares de feIJOBIN0. ......eeree e 24
3 MATERIAL E METODOS.......cccoueurerareenseessssesssssssesssssssssssssssssssssssnsssssnsaeas 29
3.1 Procedimentos comuns aos €XPeriMeENtOS. ......uuuueieeeeieieeeeeeeeeeeeeeriiciiinens 29
3.1.1 Caracteristicas do solo UtiliZado...............cccceeeeeeeeioiieeeeieeeee e 29

3.2 Experimento 1 — Avaliagdo do acumulo de Cd entre espécies ou cultivares

(o[ IR {T ] To 1= (o T PSRRI 30
3.3 EXPEIMENTO 2. . ittt a e e e e e e e e 31
3.3.1 Estudo da fitotoxicidade de Cd na assimilagdo de CO...............ccccc........ 32
3.3.2 Estudo do efeito do Cd na ultraestrutura celular.................cccccccoovuunn... 32
3.3.3 Estudo da mobilidade de Cd na planta..............cccoceeeeeeecceeeeeiicaen. 33
3.3.3.1 Aplicagdo de "%°Cd N0 SOI0 (CAS).......c.eeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereen 34

3.3.3.2 Aplicagdo de '®Cd + 3mg dm™ Cd no solo (CASC)........c.cocveueeuer.... 34



3.3.3.3 Aplicagdo de '°Cd na folha (CAF)...........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 34

3.3.4 Estudo de auto-radiografi@............ccccccummummmeeeeeiiiiieeiie e 36
4 RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccoenmereureremsessesesssssessessessessessssesssssssenss 37
4.1 TNAICE SPAD......oiuiecieeeeeee ettt sttt 37
4.2 Descricao dos efeitos de toxicidade de Cd.........cccceveeeiiiiiieiiie e 40
4.3Producao de matéria seca da parte aérea........ccccceeevcvieeeeeeeeiiiiiiee e 44
4.3.1 FEIJOCIFOS COMUNS.......cceeeae et 44
4.3.2 FEIJOCIFOS VIQNAL. ......ueeeeeeeeeeeeeieeeeeee ettt 46
4.4 Concentracdo de Cd, ZNn € Fe.....coooi oo 49
4.5 Concentragdo de Cd Na folNas.......ccooo i 53
4.6 Taxa de Fotossintese Liquida.........ccuueeiiiiiiiiiiiiii e 54
4.7 Microscopia EletrOniCa........ooouueiieee et 55
4.8 AULO-TadiOgrafia.....cooeeeieeeee et 59
4.9 Mobilidade do Cd na planta...........oocuieieeeiiiiiiiiee e 66
4.9.1 Absorcdo e Mobilidade de Cd ...........ccccoveeeeeeiieseeeeeeee e 66
4.9.2 Aplicacdo de "PCad Na fOING ...........cccoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenen 68
5 CONCLUSOES........ccorueeeuessessessessssasssssssessessessessessssssssssssessessesssasssssssssessens 71

REFERENCGIAS......coeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesnssssssesssnsassssnsssnsesnssssssnsssnsssessnssssnssnnsses 72



13

1 INTRODUCAO

O feijao é um dos alimentos tipicos presentes na dieta do Latino Americano e
de habitantes de paises da Africa, sendo importante fonte de carboidratos,
vitaminas, minerais e fibras, sobretudo para as camadas mais carentes da
populacdo. A fome € uma preocupacdo mundial antiga, que ajudou a promover
maior produtividade das culturas. Entretanto o desenvolvimento industrial e a
geragdo de residuos contaminantes trouxeram uma nova preocupagao: produzir
mais alimentos e de qualidade.

O conhecimento entre as interacoes entre plantas e metais pesados é
importante ndo apenas do ponto de vista de seguranca do meio ambiente, mas
também a de reduzir os riscos associados com a introducdo desses elementos na
cadeia alimentar. A preocupacdo quanto ao conteudo de elementos tracos na
alimentacdo humana sao voltados aos vegetais que sdo mundialmente ingeridos em
maior quantidade como o arroz, trigo, milho e batata.

Dentre os metais pesados, o Cadmio (Cd) é aquele que mostra maior
periculosidade devido ao movimento na cadeia tréfica e a severidade dos efeitos nos
organismos vivos, mesmo em baixas concentracées. Os estudos sobre os sintomas
de toxicidade por Cd no feijoeiro ainda sdo poucos quando comparados as culturas
de maior relevancia mundial.

A quantidade total de Cd que entra na dieta humana depende daquela
acumulada na parte comestivel, que é influenciada pela absorcdo e o movimento do
elemento dentro da planta. Assim, tal estudo ndo deve se restringir meramente na
quantidade absorvida pela planta. Ha diversos estudos mostrando variagdes naturais
na absorcao, distribuicado e acumulo de Cd entre cultivares de plantas alimenticias.
No Brasil, destaca-se a necessidade de maiores estudos no feijoeiro, pois € uma das
principais culturas que garantem maior parte das proteinas e dos minerais,
especialmente daqueles que fazem do arroz com feijao a dieta principal.

Nao existem valores quanto a niveis seguros na ingestao de Cd, mas pode-se
afirmar que deve ser evitada toda e qualquer contaminagdo de metal pesado néo
essencial. Nos seres vivos em geral, o Cd pode substituir outros nutrientes,
prejudicando o metabolismo, ou mesmo as exposicdes continuas podem causar

efeitos crénicos, devida a sua longa meia vida bioldgica.
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A legislagdo tem adotado niveis permissiveis de metais no solo de forma a
controlar a quantidade de contaminantes presentes nos alimentos. Por outro lado,
tanto o melhoramento genético ou a simples utilizacdo de plantas que acumulam
menor quantidade de metais nas partes comestiveis podem promover a melhoria da
qualidade dos alimentos com a diminuicdo de metais indesejaveis. Existem poucos
trabalhos que relatam a variabilidade genotipica quanto ao acumulo de Cd em
feijoeiro. Mesmo niveis de contaminacao considerados aceitaveis em outros paises

podem gerar risco potencial a salide humana, especialmente em solos tropicais.

Portanto, a hip6tese deste trabalho propés:
1) A variacao entre feijoeiros quanto a absorcao e transporte de Cd para
0S graos;
2) Atolerancia a fitotoxicidade causada por este contaminante difere entre
espécies e entre cultivares;
3) Que a mobilidade do Cd nao apenas varia entre os feijoeiros, mas
também é dependente da condigdo de contaminacao.

Os objetivos do trabalho foram:

1) Determinar a concentragdo de Cd em grdaos de 15 cultivares de
feijoeiros comuns (Phaseolus vulgaris L.) e 5 cultivares de feijoeiros
vigna [Vigna ungdiculata (L.) Walp] em condigbes de contaminacao
proximas a determinada pela legislagcéao vigente;

2) Avaliar a fitotoxicidade de Cd pela medicado indireta de clorofila e
producado de matéria seca da parte aérea;

3) Em 2 plantas contrastantes quanto ao acumulo no grao, descrever os
efeitos adversos da fitotoxicidade do Cd, pela medicdao da taxa de
fotossintese liquida e visualizagao da ultraestrutura celular da folha;

4) Verificar a diferenga destas plantas quanto a mobilidade do elemento,
utilizando o '®®Cd como tragador isotépico em condicdo de baixa e alta

contaminagao .
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cd e a saude humana

Produzir alimentos de forma sustentavel e garantir o seu acesso a populacéao
tem sido um dos grandes desafios da humanidade (BOARETTO, 2009). A acéo
antropogénica, especialmente pelas atividades industriais ou uso de seus produtos,
tem sido responsavel pelo aumento substancial da ocorréncia de Cd na atmosfera,
pela queima de combustiveis fosseis, fabricacao de baterias, exploracao de jazidas
minerais, uso de fertilizantes etc. Um exemplo recente da presenca deste metal em
produtos industrializados € a ocorréncia do contaminante em tintas utilizadas para
confeccao de brindes, que forcou uma grande empresa de alimentos a fazer recall
de seus produtos (MEAD, 2010).

E notavel a preocupacdo quanto a contaminagdo de Cd na agricultura, pois
cerca de 70 % do Cd absorvido pelo homem tém origem na ingestdo de vegetais
(CREWS; DAVIES, 1985; WAGNER, 1993; RAUSER, 1995). Geralmente quando
ocorre a poluicdo de um solo, a sua presenca esta associado também com outros
metais, especialmente o Zn (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

A maior eficiéncia na absorcao deste elemento pela inspiracdo faz com que
os fumantes tenham maior entrada de Cd em seu organismo, além da quantidade
ingerida pelos alimentos (DEGRAEVE, 1981). O Cd acumula no figado e nos rins,
permanecendo durante décadas no organismo, com potencial embriotdxico,
carcinogénico, teratogénico, hepatotéxico e principalmente nefrotoxico e
osteodeformante (JIN et al., 2004).

A Organizacao Mundial de Saude estipula que a ingestdo maxima de Cd por
dia ndo deve ultrapassar 1 ug kg de peso vivo (WHO, 1993). Recentemente o
CODEX (2011), considerando a meia vida biolégica do Cd no organismo, estipulou a
ingestdo mensal toleravel de 25 pug Cd por kg de peso corpéreo. Também
determinou o teor maximo de Cd nos alimentos de 0,4 mg kg em arroz, soja e
amendoim e 1.0 mg kg™’ em moluscos (CODEX, 2005). Para atender tais indices,
tém-se recomendado estratégias de selecdo e melhoramento vegetal visando a
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obtencédo de plantas que absorvam e acumulem menores quantidades de metais
pesados nas partes comestiveis (ISHIKAWA et al., 2005).

O consumo alimenticio de plantas, especialmente “in natura”, sem devidas
precaugdes, pode ser perigoso, pois podem estar contaminadas com metais
pesados e isto ndo ser visualmente percebido, ou seja, podem nao apresentar
sintomas visuais de toxicidade (JULIATTI et al, 2002). A alface é conhecida como
planta acumuladora, ndo sendo sensiveis aos efeitos toxicos em baixas e médias
concentragdes de Cd no solo e, além disso, é a hortalica folhosa mais consumida no
Brasil.
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2.2 Propriedades do Cd e ocorréncias

O termo “metal pesado” € amplamente utilizado para o grupo de elementos
com densidade maior que 6 g cm'. O termo mais correto, no entanto, seria a
utilizacdo “elemento traco”, pois do ponto vista biolégico, pertencem ao grupo dos
halogénios, semimetais e ndo metais. Muitos deles, em niveis adequados, sao
elementos essenciais as plantas e animais como, por exemplo, o zinco (Zn),
manganés (Mn), cobre (Cu), niquel (Ni). Outros metais, como o Cd, séao
extremamente prejudiciais as plantas, animais e microrganismos, mesmo em baixas
concentragdes (Di TOPPI; GABBRIELLI, 1999).

O Cd é um metal pertencente ao grupo B Il da tabela peridédica, peso atémico
112,4 u, densidade de 8,65 kg dm™ e com ponto de fusdo a 321°C. Na natureza, o
Cd possuiu 8 isétopos estaveis com as seguintes abundancias isotépicas: '%°Cd
(1,22 %), '°°Cd (0,88 %), '"°Cd (12,39 %), '"'Cd (12,75 %), '"*Cd (24,07 %), '"°Cd
(12,26 %), '"*Cd (28,86 %) e '"°Cd (7,58 %) (ADRIANO, 2001). O '%°Cd ¢ sintético e
radioativo, cuja meia vida estimada é de 462 * 0,3 dias e decai por captura
eletrénica para 'Ag, emitindo raios gama com energia de 88.03 keV (HUANG et al.,
2010). Este is6topo tem sido utilizado em trabalhos que estudam o movimento deste
metal em plantas (HART et. al.,1998; CAKMAK et al.,, 2000a; CAKMAK et al.,
2000b), animais (TANAKA et al., 1975; ARANHA et al.,, 1994), solos e insumos
(TREVIZAM et al., 2010).

2.3 Cdno solo

Sua ocorréncia natural deve-se ao material de origem (ADRIANO, 2001), com
teor médio no solo de 0,53 mg kg' (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).
Geralmente nos solos oriundos de rochas igneas, os teores de Cd variam entre 0,1 a
0,3 mg kg, chegando a 11 mg kg™ nos oriundos de rochas sedimentares (PAGE;
BINGAM, 1973). Na solugéo do solo ocorre principalmente como Cd?* e outros fons
complexos em menor quantidade (como o CdCI*, CdOH*, CdHCOs*, CdCls, CdCl4?,
Cd(OH)s e Cd(OH)4%) e quelatos organicos (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).
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A concentracdo de Cd estda acima dos niveis naturais na maior parte dos
solos agricolas do mundo devido a aplicacao de fertilizantes fosfatados (SATARUG
et al., 2003). Entretanto, as quantidades de metais pesados téxicos adicionadas aos
solos pelos fertilizantes s&o relativamente baixas, pois as doses aplicadas para
suprimento dos macro e micronutrientes sao baixas (MALAVOLTA, 2006). Quando
utilizado o lodo de esgoto como fertilizante, aproximadamente 1% do Cd aplicado é
absorvido pelas plantas (ADRIANO, 2001).

Tanto a deposicao atmosférica na superficie do solo quanto a aplicagao de
fertilizantes aumenta a quantidade de Cd no solo ao longo do tempo (HOVMAND,
1983). Uma vez no solo, sua disponibilidade para as plantas pode diminuir com a
elevagao do pH do solo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; GRANT et al., 2008)
e isto pode ser realizada através da calagem. A aplicacdo de calcario reduz a
concentracdo de Cd nas plantas, em especial em condicbes de desenvolvimento
onde o crescimento da raiz é restrito (experimento em vasos). Em condi¢des de
campo, a acao do calcario pode ficar restrita na zona que recebe a aplicagdo deste,
pois as pontas das raizes absorvem mais Cd (PINEROS; SHAFF; KOCHIAN et al.,
1998). A presenca de outros elementos, especialmente o cloreto (Cl), aumenta a
quantidade de Cd absorvida pelas plantas, principalmente em solos com pH mais
baixo (HATTORI et al., 2006).

Além da acidez, os solos tropicais, geralmente mais intemperizados, possuem
baixa capacidade de retengao de cations, o que aumenta a disponibilidade deste
metal para a planta (FONTES; ALLEONI, 2006). Quanto a aplicagédo dos fertilizantes
agricolas, existe atualmente uma ampla faixa de variagdo nos limites toleraveis de
teores deste metal nos produtos (MALAVOLTA, 2006; MALAVOLTA; MORAES et
al., 2006).

Nos solos do Estado de Sdo Paulo a concentracdo de Cd é considerada
normal quando abaixo de 0,5 mg kg™ (valor referéncia de qualidade). Concentragdes
de Cd entre 0,5 mg kg” e 1,3 mg kg™’ sdo consideradas prejudiciais & qualidade do
solo (valor de prevencao). O valor de 3 mg kg™ Cd é o limite de intervencao para uso
agricola, classificando o solo como contaminado (CETESB, 2005).
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2.4 Cd na planta

O acumulo de Cd nas plantas varia entre as espécies vegetais e no tipo de
alimento consumido. As plantas cultivadas para ao consumo de folhosas e raizes
geralmente apresentam maior acumulo de Cd na parte comestivel quando
comparada aquelas voltadas a producgéao de frutos e sementes (ALEXANDER et al.
2006). Entretanto, os alimentos vegetais mais preocupantes quanto ao acumulo
deste metal sdo aqueles ingeridos em maior quantidade e freqiéncia, ou seja, 0s
cereais basicos como arroz, trigo, milho e feijao.

Basicamente trés processos podem contribuir para uma maior concentragao
de Cd nos graos: inicialmente a alta absorcdo pelas raizes, seguido pela alta
translocacdo da raiz para a parte aérea e/ou posterior redistribuicado das folhas e
caules para os graos. Apos a absorgao, boa parte do Cd permanece na raiz antes
mesmo de chegar ao xilema. Além disso, a deposicao atmosférica nas folhas pode
aumentar direta ou indiretamente a quantidade deste metal nas plantas
(BRANQUINHO et al., 2001).

A absorcdo e a distribuicdo de metais pesados (essenciais ou nao) variam
entre plantas de trigo, arroz, soja e girassol, que sao culturas atualmente
investigadas para selecdo de cultivares que acumulam menor quantidade de metais
pesados no grao (GRANT et al., 2008).

O termo fitotoxicidade esta associado a substancias potencialmente toxicas,
como 0s metais pesados, que se acumulam nos tecidos da planta, afetando seu
crescimento e desenvolvimento (CHANG et al., 1992). A principal forma de Cd, e
também mais significante do ponto de vista bioldgico, é o Cd** que se liga a
biomoléculas causando diversos sintomas de fitotoxicidade, muitas vezes atraves de
mecanismos desconhecidos. Essas reagbes sado geralmente produzidas pelo
deslocamento do centro catibnico das proteinas, pela alta afinidade dos metais das
proteinas, alterando sua atividade e aumentando espécies reativas de oxigénio,
criando desequilibrios nos processos funcionais das plantas. (PERALTA-VIDEA et
al., 2009). Sua presenca também pode perturbar o equilibrio de metais no
organismo, sendo sua interferéncia dependente do status nutricional (especialmente
calcio, ferro e zinco) (MOULIS, 2010).
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As diferencas genotipicas entre espécies ou cultivares podem determinar o
grau de sensibilidade a fitotoxicidade de Cd, bem como apresentar maior potencial
de afetar a qualidade do produto final. Os estudos relacionados aos sintomas de
deficiéncia e toxicidade de diversos elementos tém sido descritos visualmente
(MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA, 2006). As alteragdes ultraestruturais podem ser
inferidas com a técnica de microscopia eletrénica, uma importante ferramenta para o
entendimento de alteracoes em resposta a diversos fatores bidticos e/ou abidticos
(EPSTEIN; BLOOM, 2005).

As plantas possuem diversos mecanismos na raiz para evitar a absorgdo de
elementos téxicos. A capacidade de se desenvolver em solos com alta
disponibilidade de Cd esta relacionada com a capacidade das raizes em nao
absorver este elemento, expulsar o Cd para fora da planta ou ainda seqlestra-los
em um compartimento da célula que ndo cause toxicidade (LUX et al., 2011).

Na presenca de metais pesados no solo, a planta pode liberar exsudatos que
podem inibir a absorcdo destes metais (MARSCHNER, 1995), sendo comum a
liberagcdo de citrato ou outros carboxilatos para a protecdo da raiz, por exemplo,
contra o aluminio téxico (KOCHIAN et al., 2004). Com relagdo ao Cd, Pinto, Simdes
e Motta (2008), constataram a liberacdo de malato pelas raizes de sorgo (Sorghum
bicolor L.) e de citrato em raizes de milho (Zea mays L.) na solugao nutritiva
contaminada com este contaminante.

Os ions positivamente carregados (Ex. Cd?*, Ca?®*, K*) adentram-se na planta
pelo apoplasto, governado pelo fluxo de massa e sao retidas por cargas negativas
destes grupos carboxilicos que os mantém préximos dos locais de absorcao ativa
das membranas. Dentre os diversos canais existentes na membrana celular, ao que
parece, o do Ca ou Zn pode absorver o Cd devido a similaridade quimica
especificamente quanto ao raio ibnico (MOULIS, 2010).

Estudos recentes mostram que o Cd adentra nas células pelas membranas
através dos transportadores ZIP (Zinc Iron regulated transporter-like Protein) ou
através de diversos canais catidnicos do calcio. Se o Cd estiver quelatado, a
absorcao para dentro da célula ainda se da pelo transportador YSL (Yellow Stripe 1
Like Protein) (CURIE et al., 2009).

Em gramineas é comum a liberacao de fitosideroforos para a absorcao de
Fe® (CURIE et al., 2009), mas que pode promover a absor¢do de micronutrientes e
metais pesados (Zn, Cu, Mn, Ni e o Cd) (SHENKER et al.,, 2001). Entretanto a
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ligacdo do Cd com fitosideroforos sédo fracas, muitas vezes impedindo a sua
absorcao pela planta (MEDA et al., 2007).

A presenga do Cd no meio de cultivo acelera a maturagcdo da endoderme
radicular, através da suberizacdo e lignificacao, protegendo a planta da absorcao
excessiva deste metal. Assim, a entrada de Cd no xilema é significantemente
reduzida (LUX et al., 2011). Tanto a absorcéo de Cd pela raiz quanto a translocagao
de Cd da raiz para a parte aérea variam significativamente entre espécies (CAKMAK
et al., 2000a). O movimento do Cd da raiz para a parte aérea se da pelo xilema e é
governado pelo fluxo transpiratorio (HART et al., 1998).

Este elemento, quando depositado na folha, através da atmosfera pode ser
absorvido e distribuido na planta (HOVMAND et al., 1983; PANDEY; PANDEY;
SHUBHASHISH, 2009). A quantidade de Cd na folha distribuida para os graos pode
ser maior ou menor dependendo do gendtipo (HART et al., 1998; CAKMAK et al.,
2000a). Tais mecanismos somados tém elevado os teores de Cd em graos,
sobretudo trigo e arroz atingido valores acima da quantidade permitida pela
legislagao de diversos paises.

Diversos estudos mostram que os metais pesados sdo capazes de causar
estresses oxidativos tanto diretamente produzindo espécies reativas de oxigénio
(ROS), como indiretamente, inativando o sistema antioxidante da célula. Tal situacao
de estresse oxidativo também causa diversas reagdes com varias biomoléculas,
como proteinas, acidos nucléicos e lipidios (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO,
2005), em especial no caso do Cd (FOYER et al., 1997). As plantas possuem
mecanismos para inativar estes ROS através de enzimas como a dismutase de
superoxido (SOD), catalase (CAT), redutase de glutathiona (GR). Tais enzimas
foram afetadas pela presenca do Cd em soja (Glycine max L.) (MUNOZ et al., 2006).

A catalase é uma proteina que esta entre os principais antioxidantes das
células vegetais: catalisa a conversao do H>O, a agua e O, e sua atividade diminui
em folhas e raizes de feijoeiro comum tratados com Cd (CHAQUI et al., 1997).
Grupos de peptideos ricos em enxofre denominados fitoquelatinas (PCs) sao habeis
em complexar o Cd e outros metais pesados inativando o efeito toxico deste metal
dentro das células (COBBETT, 2000).

O processo fotossintético é sensivel ao efeito do Cd, pela inibicdo da
biossintese de clorofila, interferéncia no processo de transporte de elétrons entre os
dois fotossistemas e alteracao das taxas de evolucao de oxigénio (DAS et al., 1997).
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Apesar da grande variabilidade entre as espécies de vegetais existentes, as reacoes
metabdlicas como a fotossintese, a transpiracao e a biossintese de clorofila sdo
relativamente semelhantes nos diversos vegetais.

Alteragdes nestas varidveis podem ser comparativamente quantificadas in
vivo por meio do uso de analisadores de gas por infravermelho (IRGAs) e medidores
de clorofila (SPAD). O indice SPAD apresentou alta correlagdo com o método de
determinacao do teor de clorofila total em extrato cetbnico quando utilizado para
avaliar os efeitos da toxicidade de Cd em tomateiro (SOUZA, 2003).
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2.5 O Feijoeiro

2.5.1 O consumo de feijao

O feijao comum € um dos principais alimentos presentes na dieta do Latino
Americano e importante fonte de proteinas, vitaminas, fibras e sais minerais, em
especial o ferro (Fe) e zinco (Zn) (MESSINA, 1999; TRUGO et al., 2000). No Brasil,
o feijado comum constitui importante fonte de proteina vegetal, sobretudo nas
camadas mais pobres, com consumo anual de 9,5 kg per capita. Atualmente, os
principais grupos comerciais consumidos sédo o feijao carioca e o feijao preto (feijdes
comuns), que correspondem a 40 e 21% do total consumido (Figura 1).

No Nordeste, o feijao preferido € o caupi (vigna) que assume uma expressiva
importancia sécio-econdmica no cenario da agricultura nordestina, tanto no que diz
respeito a sua extensa area cultivada, como na oferta de proteina vegetal de baixo
custo (FREIRE FILHO et al. 2005). Esta leguminosa também esta presente na dieta
de paises africanos e fornece quantidades importantes de tiamina, riboflavina e
niacina (PHILLIPS et al. 2003).

Apesar da cultura do caupi ser tradicionalmente explorada em pequena
escala, tem-se observado nos ultimos anos o interesse de produtores que praticam a
agricultura empresarial. O destaque na producao deste tipo de feijao esta em areas
de pivd central no Oeste da Bahia, com lavouras totalmente mecanizadas (FREIRE
FILHO et al., 2005).
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Feijéo Jalo, Manteiga,
Mulatinho & Roxo . )
0,98 kg ano” Feijao Fradinho

1,17 kg ano ™!

Lentilhas e outros
1,49 kg ano™

Feijdo Preto
2,01 kgano™

Feijio Rajado
{Carioca)
3,90 kg ano™

Figura1- Consumo anual per capita de leguminosas na aquisicdo alimentar
domiciliar total — periodo de 2008 a 2009 (adaptado de IBGE, 2010).

2.5.2 Os cultivares de feijoeiro

Os programas de melhoramento do feijoeiro comum do Instituto Agronémico
do Parana (IAPAR) e Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) tém dado énfase ao
alto potencial de rendimento, resisténcia as doencgas, tolerancia aos fatores abiéticos
e qualidade culinaria (MODA-CIRINO, 2009; CARBONELL; CHIORATO, 2009). A
resisténcia aos patdégenos, especialmente ao virus do mosaico comum consagrou o
grupo Carioca (MATOS; RAMALHO; ABREU, 2007). Entretanto, sabe-se que um
terco da populacdo mundial vive em paises com alto risco de deficiéncia de
micronutrientes (HOTZ; BROWN, 2004), o que tem tornado os programas de
biofortificacdo destaques na comunidade internacional (BOUIS, 1999), mas que é
incipiente frente a atual selecdo de feijoeiros recomendaveis do ponto de vista
técnico e econémico.

O IAC langou em 2005 quatro novas variedades de feijoeiro comuns
resistentes a antracnose, ferrugem, murcha de Fusarium ssp. e virus do mosaico: 0s
feijoeiros cariocas IAC Votuporanga, IAC lbaté e IAC Apua, e o feijao preto IAC
Tuna. Tais variedades apresentam alto potencial produtivo, uma vez que tais
doencas sao os fatores que mais tem limitado a producao desta cultura. O material
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Carioca 80-SH tem apresentado alta estabilidade fenotipica (CARBONEL; POMPEU,
2000) aléem de ser considerada uma planta utilizada como testemunha em varios
ensaios.

Antigo quando comparado com os demais cultivares, o feijoeiro comum
carioca IAPAR-81 é recomendado desde 1997 e é adaptado ao sistema orgéanico de
cultivo. Do mesmo tipo comercial, o IPR Saracura apresenta resisténcia as principais
doencas e tem excelente aspecto comercial. O IPR Colibri € um cultivar de ciclo
precoce e porte ereto, apresentando rapido fechamento de entrelinhas, sendo 6timo
para o controle de plantas daninhas, mas é suscetivel as principais doencas desta
cultura, exceto ao mosaico comum (IAPAR, 2008). O BRS Pontal foi lancado por
apresentar maior resisténcia a antracnose e por possuir maior potencial de
rendimento de graos (EMBRAPA, 2006).

Dentre os feijoeiros comuns de tegumento preto, o IPR Uirapuru é
relativamente eficiente em condi¢des de baixa disponibilidade de fésforo, com boa
tolerancia ao estresse hidrico e a alta temperatura no estadio reprodutivo. O IPR
Grauna é resistente a ferrugem e oidio, mas suscetivel a antracnose. Ja o BRS
Grafite apresenta resisténcia a alguns patégenos de antracnose, mas é suscetivel
ao mosaico dourado (EMBRAPA, 2003a). O IAC Maravilha, quando comparado ao
Carioca 80SH, apresenta maior teor protéico, com resisténcia aos patdégenos da
antracnose, da ferrugem e do mosaico comum (POMPEU, 1997).

Dentro do grupo comercial roxinho, o cultivar de feijao BRS Timbé tem se
destacado pelo seu potencial produtivo, excelente qualidade culinaria, resisténcia as
principais doencas e o potencial para producdo de um feijdo para um mercado
especifico (EMBRAPA, 2003b).

O BRS Marfim apresenta suscetibilidade ao crestamento bacteriano-comum e
€ indicado aos produtores interessados em produzir feijao do tipo grao mulatinho nos
Estados da Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Ceara e Goias
(EMBRAPA, 2002a).

Pertencente ao grupo comercial rosinha, o BRS Vereda apresenta um tipo de
gréo diferenciado dos tradicionais carioca e preto, ofertando alternativa de escolha
ao consumidor final. Nos ensaios de campo, apresentou resisténcia a ferrugem,
reacao intermediaria a mancha angular e suscetibilidade ao crestamento-bacteriano-
comum (EMBRAPA, 2002b).
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O feijoeiro caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) também é conhecido como
feijao fradinho, de praia, de rama, macassar ou feijdo de corda. De origem
nordestina, foi introduzido na regido norte do pais (Amazbnica) a partir do século
XVIII. Geralmente é caracterizado como cultura de subsisténcia, sendo cultivado em
praias e barrancas dos rios, logo ap6s a vazante ou em rog¢ados de terra firme, em
sucessao aos cultivos de arroz e milho. Em termos nutricionais o feijdo caupi €
superior aos feijbes comuns, além de ter um custo de producdo mais baixo, que
justifica uma maior divulgacao de sua importancia alimentar para diversas regides
carentes (MARINHO; PEREIRA; COSTA, 2001).

O cultivar BR17 Gurguéia é resultado do cruzamento dos cultivares BR-Piaui
e CE315, originado no Laboratério de Genética da ESALQ-USP em 1986
(EMBRAPA, 2003c) Em ensaios de campo, a produtividade do vigna BRS Marataoa
foi superior ao BR17 Gurguéia nos Estados da Bahia (1,9%), Piaui (8,6%), e Paraiba
(12,0%). Assim como o BR17 Gurguéia, também apresenta resisténcia ao mosaico-
severo-do-caupi (cowpea severe mosaic virus - CSMV) (FREIRE FILHO et al.,
2005).

O vigna BRS Guariba é recomendado para a regido do meio norte do pais,
apresentando resisténcia as principais doencas da cultura, exceto a mela
(Rhizoctonia solani) e mosaico severo (EMBRAPA, 2004). O vigna BR3 Tracuateua
foi lancado pela atual Embrapa Amazénia Oriental em 1984 e difundido no Estado
do Para. Com o passar do tempo, este feijoeiro foi acumulando variacbes das suas
caracteristicas que demandaram um trabalho de melhoramento genético, resultando
no material BR3 Tracuateua purificada (EMBRAPA, 2005a).

Com a demanda de cultivares mais produtivos, uniformes e de porte mais
ereto, foi realizado um trabalho de selecdo sobre o BR3 Tracuateua na regiao
bragantina (Estado do Para) que resultou no cultivar BRS Milénio. Embora mais
produtivo e resistente a fatores abidticos que o BR3 Tracuateua, é igualmente
suscetivel as principais doencas (EMBRAPA, 2005b).

A tabela a seguir resume as caracteristicas de cada cultivar (Tabela 1)
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Tabela 1 - Lista de espécies e cultivares selecionados para o experimento de variagao
genotipica no acumulo de Cd no feijdo

cultivar grupo habito de Regiao indicada para ciclo producao
comercial crescimento plantio médio  média
(dias) (kg ha™)
Phaseolus vulgaris L.

IPR Saracura carioca Ind. Tipo Il Parana 88 2358
IPR Colibri carioca Determ. Tipo | Parana 67 2262
BRS Pontal carioca Ind. Tipo llI MS, MT, GO e MG 87 2747

Carioca 80SH carioca Ind. Tipo I Séo Paulo 98 2179

IAC Votuporanga  carioca Indeterminado Séo Paulo 90 2853
IAC Ibaté carioca Indeterminado Séo Paulo 90 2778
IAPAR 81 carioca Ind. Tipo Il Parana 92 2163

BRS Grafite preto Ind. Tipo Il RJ, GO, MG, DF 90 2733

IPR Uirapuru preto Ind. Tipo Il Parana 86 2407

IAC Maravilha preto Indeterminado Séo Paulo 98 1966
IPR Gradna preto Ind. Tipo Il Parana 86 2369

IAC Tuna preto Indeterminado Séo Paulo 90 2806

BRS Marfim mulatinho Ind. Tipo Il Reg. Nordeste e GO 89 1844

BRS Vereda rosinha Ind. Tipo Il Centro Oeste 93 2397
BRS Timbo roxinho Ind. Tipo Il MS, MT, GO e MG 87 2163

Vigna ungdiiculata L. (Walp)

BR3 Tracuateua caupi Indet. prostrado Reg. Norte 70 1435

BRS Milénio caupi Indet. semi Reg. Norte 75 1400

prost.
BR17 Gurguéia caupi Indet. prostrado Reg. Nordeste 75 1694

BRS Marataoa caupi Indet. semi Reg. Nordeste 75 1807

prost.

BRS Guariba caupi Indeterminado Reg. Norte 70 1508
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O crescimento do feijoeiro € dividido em duas fases sucessivas: vegetativa e
reprodutiva. A fase vegetativa compreende os estadios VO (germinacao); V1
(emergéncia); V2 (folhas primarias); V3 (primeira folha trifoliada); V4 (terceira folha
trifoliada). A fase reprodutiva é definida pelos estadios: R5 (pré-floracao); R6
(floracédo); R7 (formacdo de vagens); R8 (enchimento de vagens); R9 (maturacéo)
(FERNANDES; GEPTS; LOPES; 1986).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos comuns aos experimentos

3.1.1 Caracteristicas do solo utilizado

Os estudos foram realizados em vasos contendo 3 dm® de terra fina seca ao
ar (TFSA), peneiradas (2mm) e homogeneizadas. A terra foi coletada na camada de
0 a 20 cm de um nunca cultivado, pertencente ao Instituto de Zootecnia de Nova
Odessa - SP, classificado como LATOSSOLO VERMELHO AMARELO distréfico
tipico (SANTOS et al., 2006), textura média.

Realizou-se uma amostragem composta para a determinacdo de macro,
micronutrientes e % de areia, silte e argila, cujos valores encontrados foram: pH: 3,9;
M.O. 17 g dm®; P: 2 mg dm™ (Resina); S: 1; K: 0,3; Ca: 15; Mg: 3; Al: 6 e H+Al: 38
(mmolc dm™); SB: 18,3 e T: 56,3 (%); V: 33; m: 25. Micronutrientes e outros metais:
B: <0,1; Cu: 0,8; Fe: 84; Mn: 1,9; Zn: 0,8; Ni: 0,02; Cd: < 0,01;
Cr: 0,01; Pb: 0,90 (mg dm™) e a andlise granulométrica: Areia: 61; Silte: 7 e Argila:
32 (%), conforme metodologias propostas por Raij et al. (2001) e Embrapa (2007).

A calagem da terra foi realizada para elevar a saturacdo de bases a 70%
(RAIJ et al.,1996) através da aplicagdo de uma mistura de Carbonato de Calcio e
Carbonato de Magnésio (razao 1:1). Apos trinta dias de incubacao, os tratamentos
contaminados receberam 3 mg dm™ Cd na forma de CdCl,.2,5H,0, em 50 mL de
agua.

Apéds 20 dias, todos os vasos receberam a adubacao de base com aplicacéao
de: N: 50 mg dm™®; P: 150 mg dm™®; K: 50 mg dm™ através da dissolugdo de
NH4H.PO, e KH,PO, P.A. e 1/10 da concentragcdo de micronutrientes da solugcao
nutritiva de Johnson (JOHNSON et al., 1957) obtida pela dissolucdo de H3BOs;
CuS04.5H,0; MnSO4.H20; HoMoO4.H20; ZnS04.7H,0; NiSO4.6H.0; CoCl,.2H,0
em 150 mL de agua.
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A adubacdo de cobertura foi realizada no estadio V4 N= 50 mg dm;
P= 50 mg dm™; S= 25 mg dm™, através da dissolucdo de KNO; e (NH4)2SO,4. Os
defensivos agricolas imidacloprido e promicidona foram utilizados para o controle de
insetos, acaros e prevencao de doencgas.

Os experimentos foram realizados na Casa de Vegetacdo do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (Universidade de Sao Paulo) latitude S 22°42'30",
longitude W 47°38'01", altitude: 554m distribuidos de forma inteiramente
casualizados.

3.2 Experimento 1 - Avaliacao do acumulo de Cd entre espécies ou cultivares
de feijoeiro

Foram utilizados dois tratamentos (testemunha e contaminado com
3 mg kg de Cd na forma de CdCl».2,5H,0, em 50 mL de &gua) e trés repeticdes.
Realizou-se o plantio de 6 sementes e efetuou-se o desbaste apds 15 dias,
mantendo-se 3 plantas por vaso. Os vasos foram regados diariamente com agua
deionizada.

Foram utilizados quinze cultivares de feijoeiro comuns (Carioca 80 SH, IAC-
Votuporanga, IPR Grauna, IAPAR-81, IPR Uirapuru, IAC-lbaté, IPR Saracura, BRS
Pontal, IPR Colibri, IAC MARAVILHA, IAC-Tuna, BRS Grafite, BRS Timbé, BRS
Marfim, BRS Vereda) e cinco cultivares de feijoeiro vigna (BR3 Tracuateua, BR17
Gurguéia, BRS Marataod, BRS Guariba e BRS Milénio). O critério utilizado para
escolha destes cultivares foram: a) potencial de utilizacdo; b) regido de demanda;
c) tipo de tegumento; d) habito de crescimento; e) antiguidade; f) disponibilidade.

Os teores de clorofila total foram determinados, in vivo usando-se o
clorofildmetro Soil Plant Analysis Development (SPAD-502 Minolta Chlorophyll
Meter) no final do estadio fisiolégico V4. As medidas foram realizadas em folhas
superiores e inferiores, trés medicées por folha, uma por foliolo. Definiu-se como
folha superior a primeira formada abaixo do pice, também considerada como folha
diagnéstica por Malavolta et al. (1997) e a folha inferior sendo a segunda folha
trifoliada, ndo senescente, a partir do colo da planta.

Ao término do ciclo de cada cultivar, a parte aérea das plantas foram colhidas
e separadas em vagens, graos, ramos e folhas. Realizou-se a secagem do material
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em estufa a 60°C por trés dias, até atingir peso constante, quando foram pesadas e
moidas em moinho de facas (Wiley) para determinacado quimica. Adicionou-se 0,5 g
de material moido em cadinho de porcelana e incinerou-se em mufla a 500°C por
duas horas. O material foi transferido para tubo tipo falcon com 25 mL de solucao de
HNO;3 ultra purificada. O teor de Cd no gréao foi determinado por Espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). O teor de Cd das folhas foi
determinado através da técnica de espectrometria de absorcdo atdémica (UV-VIS),
com 1g de material digerido em sistema aberto (nitrico-perclérico), diluido em 10 mL
de agua deionizada.

Os dados referentes as concentracées de Cd na semente e indice SPAD
foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott (1974). A média de producdo de matéria seca dos cultivares foram
comparados pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises contaram com o auxilio do
programa estatistico ASSISTAT® versao 7.6.

3.3 Experimento 2

Os feijoeiros BRS Timb6 e BR3 Tracuateua foram selecionados para o
segundo experimento por apresentar maior € menor concentracdo de Cd nos graos
respectivamente.

Para cada feijoeiro, definiram-se 4 tratamentos: Aplicacdo de '%°Cd no solo +
3 mg dm™ de Cd (CdSC); Aplicacao de 'Cd no solo (CdS); Aplicacdo de '®Cd na
folha (CdF); Testemunha (T), com cinco repeticoes. Os tratamentos CdF (5 dias
antes da aplicacdo do radioisétopo) e T foram utilizados para medicdo da taxa de
assimilacao de CO, e para a coleta de amostras de limbo foliar para andlise através
de microscopia eletrénica de transmissao.

Para o manuseio do material, foram tomados cuidados especiais, como 0 uso
de equipamentos de protecédo individual (luvas descartaveis, 6culos com chumbo,
mascara de protecao e jaleco de manga longa), anteparo de acrilico. Toda a area foi
monitorada com o detector tipo Geiger Muller.
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3.3.1 Estudo da fitotoxicidade de Cd na taxa de assimilacao de CO,

As medigdes da taxas de assimilacdo de CO, foram realizadas nas folhas
diagnésticas dos feijoeiros BRS Timbé e o BR3 Tracuateua, nas 5 repeticoes dos
tratamentos com e sem aplicacdo de Cd no solo, com um analisador de gas por
infravermelho (L16400, LI-Cor Inc, Nebraska, USA), utilizando sistema aberto.

As medicoes foram realizadas em grupos, sempre das 9:00 até as 11:30h da
manha, sob uma intensidade luminosa controlada de 1000 pmol m? s’ e
temperatura de 25°C, 15 medi¢des por folha, 5 em cada foliolo, com fluxo de ar de
350 pmol s'. A area foliar preencheu toda a abertura da camara, de modo que todas
as medicées foram realizadas em 6 cm2 Os dados foram anotados apds a
estabilizacdo do coeficiente de variacdo das medidas apresentadas pelo aparelho
(abaixo de 1%).

O caélculo realizado pelo sistema para determinar a fotossintese (taxa de

assimilagcdo de COy) foi através da equagéo I:

A — uexce—ua Xca (I)
L
Em que:
A: é a taxa de assimilacdo de CO, (mol CO, m?s™);
ue: é o fluxo de ar na entrada do sistema (mol s™);
ce: é a concentracdo de CO; na entrada do sistema (mol mol™);
ua: é o fluxo de ar na saida do sistema (mol s™);
ca: é a concentracdo de CO; na saida do sistema (mol mol™);
L: é a 4rea da folha (m?).

3.3.2 Estudo do efeito do Cd na ultraestrutura celular

No dia seguinte, apés a medicdo da taxa de assimilacdo de CO,, foram
coletadas amostras do limbo de folhas novas e folhas velhas (considerando a
mesma ordem de insercdo do peciolo) dos feijoeiros BRS Timb6é e o BRS3
Tracuateua, dos tratamentos com e sem adi¢do de Cd. Pequenas tiras de limbo, da
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mesma regido foram recortadas, fixadas, contrastadas em bloco com acetato de
uranila, desidratadas em séries crescentes de solugdo de acetona e incluidas em
resina Spurr. Através de um ultramicrétomo, utilizando-se navalha de diamante,
foram obtidas seccbes ultrafinas, e colocadas em telas de cobre de 300 mesh,
recobertas com formvar e submetidas a dupla coloracdo, utilizando-se solugcao
aquosa de acetato de uranila, e solugao de citrato de chumbo.

O material foi visualizado no microscépio eletrénico de transmissao Zeiss EM
900 do Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica Aplicada a
Agricultura (ESALQ-USP). A microanalise de raios X foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletronica do Departamento de Fisica Geral no Instituto de Fisica da
USP, em S&do Paulo com o uso do microscépio de transmissao Philips CM200. A
descricao dos efeitos ultraestruturais da toxicidade de Cd foi realizada através de
comparacao das fotografias obtidas no microscépio de transmissdo, dos espécimes

obtidos nos tratamentos contaminados e testemunhas.

3.3.3 Estudo da mobilidade de Cd na planta

Em cada vaso foram plantadas 6 sementes e desbastadas apdés 15 dias
(estadio V1), mantendo-se 3 plantas . O radioisétopo '°°Cd utilizado (Eckert & Ziegler
Isotope Products) foi adquirido com a atividade inicial de 1mCi (37MBq) na forma de
CdCl, em 0,1M HCI. Apés o ciclo de cada cultivar, o material vegetal foi colhido,
seco em estufa a 60°C por trés dias, até atingir peso constante, pesado e moido em
moinho de facas. Uma amostra do material (1g) foi digerida em solucdo de acido
nitrico e acido perclorico, aquecido a 270°C e completado 10 ml de agua deionizada.
Foi retirado uma aliquota de 1mL, transferido para o frasco de cintilacdo e
adicionado 5mL de solucao cintiladora (PPO/POPOP) e homogeneizado. O material
foi analisado através da técnica de cintilagéao liquida do Laboratério de Fertilidade do
Solo do CENA/USP e o teor total dos graos através de ICP-MS (digestdo aberta) e
nas folhas e caules através de Espectrometria de Absorcdao Atémica.

A atividade referente a utilizagdo do '°Cd na terra, ao término dos
experimentos, foi inferior & permitida (74 KBq kg™') permitindo seu descarte como lixo
comum. Os residuos de material vegetal com atividade superior a 2 uCi kg
(74 KBq kg') e as solugdes contendo este radioisétopo foram tratados de acordo
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com o estabelecido no Plano de Seguranca e protegcdo Radiol6gica do Laboratério
de Nutricao Mineral de Plantas.

3.3.3.1 Aplicacdo de '®Cd no solo (CdS)

Neste tratamento, sem adicdo de Cd, a relagdo isotopica do Cd da terra
contida nos vasos (2,5 dm®) foi alterada mediante adicdo de 100 mL de solugdo
aquosa contendo 6,5 uCi (240,5 kBq) de '°°Cd, equivalente a 2 uCi kg™'(74 kBq kg).

3.3.3.2 Aplicacdo de '°Cd + 3 mg dm™ Cd no solo (CdSC)

Foi adicionado 100 mL de solugcdo aquosa contendo 7,5 mg de Cd marcado
com 6,5 uCi (240,5 kBq) de '°°Cd, equivalente a 2 uCi kg™ (74 kBq kg'). A aplicacdo
foi realizada dez dias antes do plantio.

3.3.3.3 Aplicacdo de '®Cd na folha (CdF)

A aplicacdo de '%°Cd nas folhas foi realizada no inicio do estadio reprodutivo,
com bastonete de algoddo embebido em solugdo com 10,63 pCi mL™" (393,3 KBq)
de '%°Cd e 0,0053 pg Cd. Para determinar a quantidade de solugdo aplicada, o
bastonete foi pesado antes e depois da aplicacdo nas folhas, abaixo da altura da
insercdo das flores.

O acumulo de Cd na parte avaliada foi determinado pela equacéo Il.

CdA = C x PMS (I1)

Em que:

CdA = quantidade acumulada de Cd (ug)
C = concentracdo de Cd em peso seco (g g™')
PMS = producgédo de matéria seca (Q)

A porcentagem de Cd translocado da fonte de aplicagdo para o 6rgao em
estudo foi determinada através da equacao lll:
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%Cdpe =A% 100 (i
Af

Sendo:

Cdpc = porcentagem de Cd proveniente do contaminante solo (CdSC ou CdS)
ou folha (CdF);

Ad = Atividade especifica do Cd no 6rgédo em estudo (com mg™' de Cd);

Af = Atividade especifica da fonte de Cd adicionada no solo (CdSC ou CdS)
ou folha (CdF) (com mg™' de Cd).

E a quantidade de Cd proveniente do contaminante através da equagéo IV:

_ %Cdpc

Cdpc x CdA (1V)

Em que:
Cdpc = quantidade de Cd proveniente da contaminacgéo (ug)
%Cdpc = porcentagem de Cd proveniente do contaminante
CdA = quantidade acumulada de Cd no tecido (ug);

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas entre os dois cultivares pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

quando F foi significativo.
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3.3.4 Estudo de auto-radiografia

Esta técnica ilustra a localizagdo do Cd na planta, uma vez que o '®°Cd
utilizado emite radiacdes que sao capazes de marcar o filme fotografico. O contraste
é proporcional & quantidade de '°°Cd presente.

Preparou-se para cada cultivar dois vasos adicionais de 1 dm™ com 4 pCi de
%9Cd + 3 mg dm™ de Cd. Em cada vaso foi plantado 3 sementes e 5 dias apds a
germinacao procedeu-se o desbaste, mantendo-se uma planta por vaso. Parte do
material desbastado foi utilizado para verificar a diferenga de absorcdo do Cd
radiomarcado logo no inicio do crescimento. As plantas foram colhidas no estadio
V3, com separacdo das raizes e submetidas a sucessivas imersbées em agua
deionizada. Cada material foi colocado em uma prensa de herbario e seco
lentamente, durante uma semana, com trocas de papel absorvente.

O material vegetal seco foi fixado em papel A4 e colocado em contacto direto
com o filme de raios-X AGFA Ortho CP-G Plus 24x30 cm e introduzido num
envelope preto, no interior de uma camara escura. Transcorrido o tempo de 30 dias,
o filme de raios-X foi revelado, escaneado e transformado em imagem

monocromatica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 indice SPAD

Em virtude da diferenca entre a intensidade de cor das folhas dos feijoeiros
vigha e phaseolus (observados nas testemunhas) os dados obtidos nestes dois
grupos foram analisados separadamente.

A maioria dos feijoeiros apresentou reducdo do indice SPAD devido a
fitotoxicidade de Cd. Considerando a média obtida em folhas inferiores e superiores,
foi constatada diminuicao significativa do indice em 10 cultivares de feijoeiro comum
(IPR Gradna, Carioca 80-SH, BRS Marfim, IAC Votuporanga, BRS Pontal, BRS
Vereda, IPR Saracura, BRS Timbo, IPR Colibri e IAC Tuna) (Tabela 2) e 3 cultivares
do feijoeiro vigna (BRS Marataoa, BRS Milénio e BR17 Gurguéia) (Tabela 3).

Tabela 2 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L.

cultivar testemunha contaminado
IAC MARAVILHA 41,28 bcA 41,71 aA

BRS GRAFITE 42,04 abcA 41,58 abA
IPR GRAUNA 45,92 aA 41,43 abB
Carioca 80 SH 43,76 abA 39,02 abcB
IAPAR-81 38,20 cA 38,85 abcA
IPR UIRAPURU 38,86 cA 38,55 abcA
IAC IBATE 40,04 bcA 38,10 abcA
BRS MARFIM 41,55 bcA 37,43 bcdB
IAC VOTUPORANGA 41,48 bcA 36,91 cdeB
BRS PONTAL 40,66 bcA 36,89 cdeB
BRS VEREDA 38,48 cA 35,17 cdeB
IPR SARACURA 40,55 bcA 35,08 cdeB
BRS TIMBO 38,53 cA 33,73 defB
IPR COLIBRI 41,24 bcA 32,75 efB

IAC TUNA 38,11 cA 30,82 fB

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas na mesma linha e minlsculas na
mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %. F=4,66 (p< 0.01)
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Tabela 3 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna ungliiculada L. (Walp).

cultivar testemunha contaminado
BRS MARATAOA 53,62 aA 48,57 aB
BRS GUARIBA 48,91 abA 48,00 aA
BR3 TRACUATEUA 48,68 abA 46,14 abA
BRS MILENIO 49,63 abA 43,01 bB
BR17 GURGUEIA 46,41 bA 41,88 bB

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas na mesma linha e minisculas na
mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.DMS para colunas:
4,98 (letras minusculas); DMS para linhas: 2,65 (letras maiusculas). F= 2,90 (p< 0.05)

O efeito da fitotoxicidade deste elemento foi mais pronunciado em folhas
superiores (mais novas), afetando 10 cultivares de feijoeiro comum (BRS Grafite,
BRS Marfim, IAC Votuporanga, Carioca 80-SH, BRS Vereda, BRS Pontal, IPR
Saracura, BRS Timbd, IPR Colibri e IAC Tuna)(Tabela 4). Houve reducdo nao
significativa em todos os cultivares do feijoeiro vigna, exceto o BRS Guariba (Tabela
5).

Tabela 4 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L (folhas superiores).

cultivar testemunha contaminado
IPR GRAUNA 42,39 aA 41,36 aA
IAC MARAVILHA 41,92 abA 40,87 abA
IAC IBATE 38,16 abcdefA 36,92 bcA
BRS GRAFITE 39,95 abcdA 36,73 bcB
BRS MARFIM 39,47 abcdA 36,54 cdB
IAPAR-81 34,74 fA 35,03 cdeA
IAC VOTUPORANGA 41,77 abA 34,88 cdeB
IPR UIRAPURU 35,84 defA 34,64 cdeA
Carioca 80 SH 40,78 abcA 34,03 cdefB
BRS VEREDA 37,83 bcdefA 32,41 defgB
BRS PONTAL 35,20 efA 31,70 efgB
IPR SARACURA 37,32 cdefA 30,38 fghB
BRS TIMBO 36,94 cdefA 29,62 ghB
IPR COLIBRI 39,40 abcdeA 28,52 ghB
IAC TUNA 37,28 cdefA 26,80 hB

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas na mesma coluna e mindsculas na
mesma linha nédo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.DMS para colunas: 4,23
(letras mindsculas); DMS para Linhas: 2,64 (letras mailsculas). F= 7,03 (p< 0.01)
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Tabela 5 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna ungdiculada L. (folhas superiores).

cultivar testemunha contaminado
BRS MARATAOA 48,40 46,83
BRS GUARIBA 45,85 46,03
BR3 TRACUATEUA 41,27 40,67
BR17 GURGUEIA 41,11 38,64
BRS MILENIO 42,16 37,13

F=1,21 (nao significativo)

Entretanto os efeitos da toxicidade de Cd em folhas inferiores afetaram
somente 6 dos 15 cultivares de feijoeiro phaseolus analisados (BRS Pontal, IPR
Grauna, IPR Saracura, BRS Marfim, IPR Colibri e IAC Tun@) (Tabela 6). Todas as
médias obtidas em folhas inferiores dos feijoeiros vigna contaminados foram

menores que as testemunhas, mas nao significativos (Tabela 7).

Tabela 6 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Phaseolus vulgaris L (folhas inferiores).

cultivar testemunha contaminado
BRS GRAFITE 44,12 abcdA 46,42 aA

Carioca 80 SH 46,75 abA 44,00 abA
IAPAR-81 41,65 bcdA 42,67 abcA
IAC MARAVILHA 40,64 cdA 42,53 abcA
IPR UIRAPURU 41,88 bcdA 42,46 abcA
BRS PONTAL 46,12 abcA 42,07 abcB
IPR GRAUNA 49,46 aA 41,51 abcB
IPR SARACURA 43,76 abcdA 39,76 bcdB
IAC IBATE 41,93 bcdA 39,27 bcdA
IAC VOTUPORANGA 41,20 bcdA 38,93 bcdA
BRS MARFIM 43,62 abcdA 38,31 bcdB
BRS VEREDA 39,12 dA 37,92 cdA
BRS TIMBO 40,11 dA 37,85 cdA
IPR COLIBRI 43,08 bcdA 36,97 cdB
IAC TUNA 38,95 dA 34,85 dB

Valores seguidos de mesmas letras mailsculas na mesma linha e minisculas na
mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5 %.DMS para colunas:
5,92 (letras minusculas); DMS para linhas: 3,43 (letras mailsculas). F= 2,95 (p< 0.01).
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Tabela 7 - Médias dos indices SPAD em feijoeiros Vigna ungiiculada L.(folhas inferiores).

cultivar testemunha contaminado
BR3 TRACUATEUA 56,08 51,61
BRS MARATAOA 58,83 50,31
BRS GUARIBA 51,95 49,96
BRS MILENIO 57,10 48,88
BR17 GURGUEIA 51,70 45,12

F=1,87 (nao significativo)

Finalmente comparando as tabelas 4 e 6 nota-se que os cultivares que
apresentaram efeitos significativos na reducéo do indice SPAD em folhas inferiores
também mostraram tal efeito em folhas superiores, com excecao ao IPR Gradna,
este apresentou diminuicdo deste indice de forma significativa somente na folha
inferior.

Os efeitos variados quanto a contaminacdo de Cd no indice SPAD entre
espécies e cultivares de feijoeiro, especialmente quanto ao tipo de folha afetada
podem sinalizar tolerancias distintas, bem como diferentes comportamentos quanto
a mobilidade deste elemento na planta.

A clorose foi um dos sintomas tardios de toxicidade por Cd observado em
Phaseolus vulgaris L. e deve-se ao efeito direto deste metal na diminuicdo da
concentracao de clorofila (BENABID; GHORAB, 2009). Outras espécies como a soja
(OLIVEIRA; OLIVA; CAMBRAIA et al., 1994), arrozeiro (CHIEN et al., 2001), milho e
girassol (PRITSA et al., 2008) também mostraram diminuicdo da concentracdo de

clorofila decorrente do efeito téxico deste metal.

4.2 Descricao dos efeitos de toxicidade de Cd

Os sintomas iniciais da toxicidade de Cd foram observados por volta dos 10 a
15 dias apds a germinacédo, com aparente reducao da area foliar na maior parte dos
cultivares (Figura 2). Os limbos foliares dos feijoeiros phaseolus contaminados
apresentaram-se mais curtos, espessos, alguns com deformidades e coloracao mais
escura. Tal comportamento nao foi observado no feijoeiro vigna, onde somente o

BR3 Tracuateua mostrou um bronzeamento das nervuras e o BR-17 Gurguéia
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apresentou um aparente clareamento, ambos em folhas cotiledonares, nao
ocorrendo posteriormente em outras folhas.

Com o desenvolvimento do feijoeiro phaseolus, as folhas apresentaram
clorose internerval, iniciando-se na base dos foliolos, evoluindo para a folha toda e
culminando com a abscisao do foliolo (Figura 3).

A abscisédo de folhas de feijoeiro foi observada por Adams e Yang (1979) em
condicoes de 0,1 mM de Cd em solugcao nutritiva. Isto ocorre devido a estimulagao
da sintese de etileno (FUHRER, 1982).

A senescéncia das folhas mais velhas foi mais rapida nos tratamentos
contaminados, embora nem sempre tenha ocorrido esta clorose caracteristica. Deve-
se atentar que a clorose causada pela toxicidade por Cd, além de ocorrer entre as
nervuras, também é acompanhada por engrossamento do limbo e deformidades.
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Figura2 -  Feijoeiros phaseolus e vigna do 1° Experimento, agrupados por
cultivar, fotografados aos 19 dias ap6s a germinacao (por volta do

estadio V3)
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Figura 3 -

Cultivar BRS Timbé. A: 1° trifélio testemunha (estadio V3); B: 1° trifdlio
contaminado (estadio V3); C: Inicio da clorose em trifélio contaminado
(estadio R1); D: Estadio avancado de toxicidade e abscisao dos foliolos
(estadio R3); E: Detalhe do limbo de foliolo contaminado; F: Folha
senescente em tratamento sem toxicidade de Cd
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4.3 Producao de matéria seca da parte aérea

4.3.1 Feijoeiros comuns

A toxicidade de Cd afetou a producdo de matéria seca da parte aérea,
sobretudo nas folhas. Dentre os 15 feijoeiros comuns testados, 10 mostraram
diferengas: Carioca 80SH, IPR Colibri, BRS Pontal, IPR Saracura, IAC-lbaté, IAC-
Tuna, BRS Grafite e BRS Timbdé, BRS Marfim e BRS Vereda (Figura 4).
Considerando-se as médias do ensaio, a toxicidade reduziu a produgao de matéria
seca de folhas em 35% (DMS entre as medias: 0,36).

Foram observados comportamentos distintos quanto a produg¢do de matéria
seca de caule, em 6 cultivares: IPR Colibri, BRS Pontal, IPR Saracura, IAC-Tuna,
BRS Timbdé e BRS Vereda. De forma geral, a toxicidade reduziu a produgcdo de
massa seca de caule do experimento em 29% (DMS entre as médias: 0,15)
(Figura 5).

A producdo de graos também foi afetada pela toxicidade de Cd em 6
cultivares: IAPAR 81, IPR Colibri, IPR Saracura, IAC-Tuna, BRS Timb6 e BRS
Marfim, com reducdo média no experimento de 13% na producdo de graos
(DMS entre as médias: 0,39) (Figura 6).

A reducao concomitante na producgéo de folhas, caule e grdos ocorreram nos
cultivares IPR Colibri, IPR Saracura, IAC Tuna e BRS Timb6. Além disso, verificou-
se que o efeito da toxicidade na producao de matéria seca da parte aérea é maior na
folha, seguido por caules e graos.
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Producdo média de matéria seca de folhas de Phaseolus vulgaris L.
(9). Em cinza: testemunhas. Em preto: tratamentos contaminados.
Médias com mesmas letras ndo diferem entre si, dentro do mesmo
cultivar, pelo teste de Tukey a 5% (DMS = 1,38)
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Producdo média de matéria seca de caule de Phaseolus vulgaris L. (Q).
Em cinza: testemunhas. Em preto: tratamentos contaminados. Médias
com mesmas letras nao diferem entre si, dentro do mesmo cultivar,
pelo teste de Tukey a 5% (DMS = 0,57)
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Carioca 80 SH
IAPAR-81

IPR - COLIBR
BRS- PONTAL
IPR - SARACURA
IAC - IBATE
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BRS- MARFIM
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Figura6 - Producdo média de matéria seca de graos de Phaseolus vulgaris L. (g).
Em cinza: testemunhas. Em preto: tratamentos contaminados. Médias
com mesmas letras nao diferem entre si, dentro do mesmo cultivar,
pelo teste de Tukey a 5% (DMS = 1,50)

4.3.2 Feijoeiros vigna

A producgéo de matéria seca de folha foi afetada pela toxicidade de Cd em 3
cultivares: BR3 Tracuateua, BRS Marataoda e BRS Milénio com reducao média de
29% no ensaio (DMS: 1,65) (Figura 7).

Ja os cultivares BR3 Tracuateua, BR17 Gurguéia, BRS Guariba e BRS
Milénio mostraram menor producdo de matéria seca de caule, com reducdo média
de 35% (DMS: 1,05) (Figura 8).

Houve reducdo concomitante na producédo de folhas e caule nos cultivares
BR3 Tracuateua e BRS Milénio. Diferente ao que aconteceu com o feijoeiro
phaseolus, o efeito da toxicidade na producdo de matéria seca foi maior no caule
comparativamente a produgdo de folhas e em nenhuma destas 5 variedades
testadas foram observadas alteragdes significativas na produgéo de graos (Figura 9).
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Figura7 - Producdo média de matéria seca de folhas de Vigna unguiculata L.

(Walp) (g). Em cinza: testemunha. Em preto: tratamento contaminado.
Médias com mesmas letras ndo diferem entre si, dentro do mesmo
cultivar, pelo teste de Tukey a 5% (DMS = 3,69)
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Producdo média de matéria seca de caule de Vigna ungdiculada L.
(Walp) (g). Em cinza: testemunha. Em preto: tratamento contaminado.
Médias com mesmas letras ndo diferem entre si, dentro do mesmo
cultivar, pelo teste de Tukey a 5% (DMS = 2,36)

Figura 8
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Figura9 - Producdao média de matéria seca de graos de Vigna unguiculata L.
(Walp) (g). Em Em cinza: testemunha. Em preto: tratamento
contaminado



49

4.4 Concentracao de Cd, Zn e Fe

A concentracdo é a medida mais importante de micronutrientes em graos
destinada a alimentagdo humana quando comparada a quantidade total (RENGEL;
BATTEN; CROWLEY, 1999). O teor maximo de Cd no grao, estipulado pela
Organizacdo Mundial de Saude, é de 0,2 mg kg' Cd, em arroz e algumas
leguminosas como soja e amendoim. Neste estudo, os teores médios nos graos
variaram entre 0,69 e 2,37 mg kg' Cd (Tabela 8 e Figura 10). Assim, todos
extrapolaram o teor maximo admitido pelo CODEX e OMS, mas alguns
apresentaram mais de dez vezes o valor da OMS. Esta diferenga de comportamento
entre cultivares também foi encontrada em outras espécies como trigo e arroz
(HART et al., 1998; JIN et al., 2004; KUBO et al., 2008).

Tal fato é preocupante: a ingestao toleravel mensal definido pela Organizacao
Mundial de Saude é de 25 pug Cd por quilo de peso vivo (CODEX, 2011). Desta
forma uma pessoa com 70 kg poderia ingerir uma dose semanal de 70 ug de Cd.
Considerando uma situagéo otimista de um brasileiro que ingere somente 25 gramas
(peso seco) de feijdo por semana, seriam observadas ingestdbes semanais de
57,5 ug (feijao BRS Timbd) e 16,3 ug (feijao BR3 Tracuateua). Desta forma, cerca
de 80% da ingestdo permissivel de Cd teria origem no feijao acumulador
contaminado.

Na dieta brasileira do “arroz com feijao” e do “pao nosso de cada dia” ainda
outros alimentos contendo Cd devem ser consideradas: em solos contaminados,
alguns cultivares de arroz acumulam teores totais de Cd no gréo acima de 1,5 mg
kg™ (LIU et al., 2005; MORAES, 2009) e no caso do trigo também foram observadas
diferencas no acumulo entre cultivares (HART et al., 1998; KUBO et al., 2008).

Nos anos 50, exposicdes crbnicas de Cd causaram a doenca ltai-ltai em
habitantes de certas regides do Japao (INABA et al., 2005), e recentemente foram
constatados problemas de osteoporose em regides da China, onde o0 arroz é o
principal alimento. Nestas regides, os teores médios de Cd no grdo variaram entre
0,48 € 2,39 mg kg (JIN et al., 2004).

Panwar, Singh e Laura (1998) em um experimento com feijoeiros, em vasos
com 4 kg de solo, 25 mg kg' Cd e colhidos aos 45 dias, encontraram

2,4 e 2,9 mg kg na parte aérea de feijoeiros vigna e mungo.
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Entretanto, tal inferéncia apenas sinaliza um alerta e a necessidade de
estudos destes cultivares em condicées de campo. Mesmo que a elevagao do pH
através da calagem diminua drasticamente a disponibilidade de Cd para a planta
(GRAY et al. 1998), adicbes sucessivas de Cd aumentam o teor total no solo,
potencializando o risco de contaminacédo da producéo agricola. O risco dos efeitos
croénicos na saude humana assegura a importancia de se evitar toda e qualquer
ingestao deste metal.

Resultados contraditérios ocorreram em diferentes métodos de cultivo: em
dois cultivares de feijoeiro, Ouro Negro e Carioca, conduzidos em solugado nutritiva,
submetidos as doses de Cd (até 0,50 pg mL™), houve diminuicdo na concentragdo
de Zn nas raizes de ambos e a diminuicdo de Fe no cultivar Ouro Negro (DO
NASCIMENTO; PEREIRA, 1997).

Entretanto, em experimento com feijoeiro em solo (2 mg kg™ de Cd), também
foi observado reducdo na absorcdo de Zn e no desenvolvimento da planta,
comparado com outras espécies de plantas testadas (CHIZZOLA, 1997). Em milho,
a absorcao de Fe-fitosider6foros pelas raizes foi diminuida com a presenca do Cd
(MEDA et al., 2007).

Estudos mostram que o acumulo de Cd em grdos depende do estado
nutricional, especialmente no caso do Zn (OLIVER et al., 1994; CAKMAK et al.,
2000a). Em condicoes naturais, a contaminagdao de Cd esta associada a presenca
do Zn e diversos estudos mostram que o aumento de Zn induz a reducdo no
acumulo de Cd (HART et al, 2002; PODAR; RAMSEY; HUTCHINGS, 2004).
Especula-se que o Cd redistribui das folhas para o grao de forma similar ao Zn

devido a competicao pelos mesmos sitios de absorcao (HART et al., 1998).
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Tabela 8 - Teores de Fe, Zn e Cd (mg kg') na matéria seca de grdos dos feijoeiros

contaminados, determinados por ICP-MS.

variedade Fe s Zn s Cd s
mg kg'1

BR3 TRACUATEUA 60,91 10,41 50,17 19,26 0,69 0,25
BRS GUARIBA 67,74 8,80 46,06 6,14 0,74 0,13
BR17 GURGUEIA 48,30 0,53 46,86 11,94 0,83 0,14
IAC VOTUPORANGA 55,46 5,16 28,87 1,36 1,05 0,15
BRS MARATAOA 62,52 24,97 43,76 0,35 1,06 0,32
IPR UIRAPURU 55,16 3,44 29,87 0,16 1,07 0,11
IPR SARACURA 61,39 4,22 37,44 2,18 1,08 0,04
IAPAR-81 80,75 15,27 33,92 1,18 1,12 0,27
CARIOCA 80 SH 57,57 11,29 33,40 5,69 1,24 0,06
BRS PONTAL 51,84 7,31 29,31 1,49 1,24 0,27
BRS GRAFITE 49,49 10,31 28,26 2,10 1,38 0,28
IAC TUNA 64,88 4,09 28,27 1,42 1,47 0,23
IPR GRAUNA 78,62 3,10 33,87 6,31 1,60 0,28
IPR COLIBRI 40,21 4,65 25,03 1,04 1,73 0,57
BRS VEREDA 55,44 3,20 30,35 0,87 1,76 0,22
BRS MILENIO 49,05 3,79 31,74 3,39 1,80 0,09
IAC IBATE 59,92 3,15 26,17 0,06 2,02 0,79
IAC MARAVILHA 64,88 4,96 43,30 10,15 2,02 0,51
BRS MARFIM 46,93 4,63 30,51 0,97 2,19 0,25
BRS TIMBO 42,30 4,06 30,42 2,12 2,37 0,42
média 72,1 34,9 1,45

oV % 12,7 17,7 18,6

F 4,15* 4,87 * 9,84 *

Valores seguidos de mesmas letras na mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5 %.
*Significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 10 - Teores totais de Fe, Zn (eixo principal Y) e Cd (eixo secundario Y) (mg kg') na matéria seca de grdos. A: Limite
ANVISA: 1 mg kg™ Cd (massa fresca); B: Limite CODEX: 0,4 mg kg™ Cd (matéria seca). C: Limite OMS: 0,2 mg kg
Cd
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4.5 Concentracao de Cd nas folhas

As folhas dos cultivares de feijoeiro phaseolus IAC Ibate, BRS Timbo, IAPAR-
81 e IPR Grauna apresentaram maior concentracdo de Cd nas folhas e estao dentro
do grupo que mais acumularam cadmio neste 6rgdo. O IPR Saracura apresentou
menor concentracao e acumulo de Cd dentro grupo phaseolus. Todos os cultivares
de feijoeiro vigna apresentaram as menores concentra¢des de Cd, entretanto o BRS
Milénio apresentou maior acimulo de Cd devido a maior producédo de matéria seca
(Tabela 9).

Tabela 9 - Médias de concentragéo e acumulo de Cd em folhas de feijoeiros contaminados

. Concentragao Acumulo

Cultivar =
mg kg~ Cd mg Cd

IAC lbaté 22,20 a 0,04 a
BRS Timbé 22,65a 0,05 a
IAPAR-81 20,90 a 0,05a
IPR Grauna 21,15a 0,06 a
IPR Colibri 14,45b 0,02b
BRS Marfim 14,00 b 0,03 b
BRS Vereda 15,41 b 0,03b
IPR Uirapuru 13,78 b 0,04 b
BRS Pontal 14,39 b 0,04 a
Carioca 80 SH 13,20 b 0,04 a
BRS Grafite 14,46 b 0,05a
IAC Votuporanga 13,95b 0,05 a
IAC Maravilha 13,13 b 0,05a
IAC Tuna 16,31 b 0,06 a
IPR Saracura 8,01c 0,02b
BRS Guariba 6,33 C 0,03b
BR3 Tracuateua 4,04 d 0,03b
BRS Marataoa 2,76d 0,03b
BR17 Gurguéia 413d 0,03 Db
BRS Milénio 3,51d 0,04 a
Médias 12,94 0,04
CV% 10,66 25,84
F 62,64* 3,72*

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si na mesma coluna conforme o teste de
Scott Knott a 5%. * Significativo a 1% de probabilidade.
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4.6 Taxa de Fotossintese Liquida

A presenga do Cd pode reduzir a taxa de fotossintese e diminuir o
crescimento das plantas (COBBETT, 2000). Comparando os dois cultivares sob esta
contaminacao, a taxa de assimilagdo de CO, foi diminuida apenas na espécie
menos acumuladora: vigna BR3 Tracuateua. No feijoeiro phaseolus BRS Timbé foi
constado aumento na taxa fotossintética (Tabela 10). Entretanto, este resultado deve
ser interpretado com cautela, pois, como visto anteriormente, a toxicidade inicial de
Cd causa uma diminuicdo da area do limbo, podendo concentrar maior nimero de
células por area foliar.

Esta deformagé&o nado foi observada no BR3 Tracuateua. Assim, os efeitos
toxicos deste metal podem ter afetado o aparato fotossintético, reduzindo a taxa de
assimilacao de CO.. A mesma deformacédo em folhas foi observada no trigo durum
por Jalil, Selles e Clarke (1994).

Em tomateiro, a transpiracdo e condutancia estomatica ndo foram afetadas
pelo Cd (SOUZA, 2003), embora a interferéncia nos mecanismos de abertura e
fechamento de estdmatos pode ocorrer de forma indireta, devido ao efeito deste
contaminante na concentragdo de fons como Ca®*", K* e acido abscisico sobre as
células guarda (BARCELO; POSCHENRIEDER, 1990).

O feijoeiro vigna, tendo absorvido menor quantidade de Cd, pode ter seus os
efeitos evidenciados apenas metabolicamente: diretamente nos fotossistemas ou
indiretamente pela interferéncia no metabolismo de outros nutrientes ou pela
producdo de espécies reativas de oxigénio que afetam a camada lipidica de
membranas (Di TOPPI; GABRIELLI, 1999; BENAVIDES; GALLEGO, TOMARO,
2005).
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Tabela 10 - Valores de fotossintese liquida de Phaseolus vulgaris BRS Timbé e Vigna
ungdiculata L (Walp) BR3 Tracuateua

Tratamentos
Espécie ocCd 3 mg dm™Cd
M mol m*s™
Phaseolus 7,0B 11,4 A
Vigna 16,1 A 9.6 B

Médias seguidas de mesmas letras nédo diferem entre si nas colunas, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. DMS:0,4834. CV=8,6%.

4.7 Microscopia Eletrénica

Estudos em plantas hiper-acumuladoras tém demonstrado habilidades destas
espécies em concentrar altas concentragbes de metais em sua parte aérea sem
mostrar sintomas ou injurias. As estratégias de resisténcia dessas plantas envolvem
muitos mecanismos, que vao desde a compartimentalizacao vacuolar desses metais
até a producdo de &acidos organicos ou fitoquelatinas (SALT; SMITH; RASKIN,
1998).

Nas folhas do feijoeiro BRS Timbd observou-se um aumento de corpos
osmiofilicos em células do parénquima lacunoso como sinal de toxicidade de Cd
(Figura 11). Sinais similares foram constatados em tomateiros conduzidos em
solucdo nutritiva com condicbes de contaminacdo mais intensas (1 mM CdCly),
acompanhadas da desorganizagdo das grana e reducao na quantidade de graos de
amido (GRATAO, 2008).

Quando altas concentragdes de Cd sado usadas, ocorrem alteracdes
estruturais nos tilacéides e o aumento no nimero e tamanho de plastoglébulos. E
conhecida a acdo do Cd no metabolismo oxidativo e, provavelmente, a presenca
destes corpos deve-se a reciclagem de produtos lipofilicos da célula (MACCARTHY
et al., 2001; YATTERBERG; PELTIER; van WIJK, 2006).

Nao foi possivel diferenciar as concentragdes de Cd em nivel intracelular,
ficando parte deste estudo limitado a descricdo dos efeitos de sua toxicidade
(Figuras 11 e 12). No intuito de compensar a perda de elementos durante a fixagao
quimica, altas concentracbes de Cd sao freqliientemente utilizadas para que se
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possa detectar este elemento em nivel ultracelular. Tais fatos tém gerado uma série
de efeitos destrutivos indesejaveis na estrutura celular (VAZQUEZ;
POSCHENRIEDER; BARCELO, 1992; WOJCIK et al., 2005) uma vez que esta
concentragdo reflete uma condigdo irreal de contaminagdo que poderia ser
constatado no ambiente.

Nao foi constatada nenhuma alteracdo ultra-estrutural em cloroplastos
decorrente da contaminacdo de Cd na folha analisada, o que concorda com a
observacado de Barcelo; Vazquez e Poschenrieder (1988), onde as alteracées nos
cloroplastos sé foram evidentes nas folhas novas.

Em microalgas Tetraselmis suecica submetidas as condicdes pouco mais
préximas & realizada neste estudo (5 mg L™ Cd), tais corpos osmiofilicos foram
encontrados e também nenhum outro efeito ultraestrutural foi constatado (NASSIRI
et al., 1996). Tais corpos podem desempenhar importante funcdo nos processos de
destoxificacdo, sequestrando o Cd e reduzindo a quantidade disponivel deste
elemento na célula (NASSIRI et al., 1997).

Quanto ao feijoeiro vigna, comparado ao feijoeiro phaseolus, se observou
menor quantidade destes corpos, 0 que poderia ser explicado pela baixa
concentracdo de Cd na planta quando comparado ao BRS Timbé (Figura 12).



57

Figura 11 -

Ultraestrutura celular de células do parénquima lacunoso de Phaseolus
vulgaris BRS Timbo. A: Testemunha; B: Contaminado com Cd.
(Legenda: a: granulos de amido; c: cloroplasto; n: nucleo; v: vacuolo;
m: mitocéndria). Setas indicam os corpos osmiofilicos. Concentragéao
média de Cd nas folhas: 22,7 mg kg™
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Figura 12 -

I

Ultraestrutura celular de células do parénquima lacunoso do feijoeiro
vigna BR3 Tracuateua. C: Testemunha; D: Contaminado com Cd.
(Legenda: a: granulos de amido; c: cloroplasto; v: vacuolo; m:
mitocondria). Setas indicam os corpos osmiofilicos. Concentragao
média de Cd nas folhas: 4,04 mg kg
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4.8 Auto-radiografia

Os feijoeiros contaminados com Cd, em especial os feijoeiros comuns,
apresentaram senescéncia de quase todas as folhas antes do periodo de colheita,
prejudicando a analise em auto-radiografia no final estadio reprodutivo.

Observou-se maior contraste na imagem obtida com o feijoeiro BRS Timbé no
momento do desbaste (Figuras 13 e 14). Verificou-se nas folhas do BR3 Tracuateua
uma mancha ténue, ficando a presenga marcada somente no caule e especialmente
nos cotilédones. No feijoeiro phaseolus observa-se o0 mesmo efeito de modo mais
explicito, com as folhas cotiledonares mais delimitados e maiores contrastes em
raizes e caules.

Isto demonstra claramente a maior concentracdo de Cd presente na parte
aérea do BRS Timbdé comparado ao BR3 Tracuateua, indicando diferenca entre
estes dois feijoeiros quanto a absorcao e transporte de Cd para a parte aérea logo
no inicio do crescimento. Ainda considerando que as duas espécies encontravam-se
no mesmo estadio fenolégico, tamanho, e tempo de exposicao ao filme fotografico,
descarta-se a possibilidade de que a menor quantidade de Cd BR3 Tracuateua foi
devido a um “efeito de diluigao”.
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Figura 13 - Auto-radiografia de feijoeiros contaminados com Cd + '®Cd no
momento do desbaste. A: Phaseolus vulgaris L. BRS Timbo6. B: Vigna
unguiculata [Walp]: BR3 Tracuateua
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Vinte dias ap6s a germinacgéao, a diferenca de contraste entre a imagem obtida
de um dos foliolos do primeiro trifdlio BR3 Tracuateua e o primeiro trifélio do BRS
Timbo ficou ainda mais evidente. Observou-se nitidamente um maior acumulo de Cd
no foliolo do BRS Timbo, especialmente nas nervuras (Figura 15).

No estadio V4, observou-se o gradiente de acumulo de Cd, das folhas mais
velhas para as folhas mais novas. Este comportamento pode ser explicado pelo
transporte de Cd através da corrente transpiratoria até as folhas (HART et al., 1998).
Grande parte do Cd parece ficar retido no peciolo e nervuras (Figura 16), como
consequéncia de uma possivel imobilizacdo deste elemento com as cargas
negativas das paredes celulares dos vasos (GREGER; LOFSTEDT, 2004).

Essa distribuicdo foi semelhante em Arabidopsis thaliana, onde a intensidade
do sinal de radioatividade foi maior nos peciolos, nervuras e lamina foliar
(DAUTHIEU et al., 2009).

Na folha nova do BRS Timbd foi observada uma imagem difusa com pouca
definicdo das nervuras. O mesmo comportamento foi observado no fitoextrator de Cd
Salix viminalis (L.) nas folhas novas, cujo sinal homogéneo tendeu a desaparecer
com o aumento da idade (COSIO; VOLLENWEIDER; KELLER, 2006). Quando as
concentragdes de elementos sdo similares em 6rgdos fonte e dreno, estes sdo
classificados como altamente méveis no floema, por exemplo, o potassio e o fésforo.
Ja nutrientes imdveis no floema possuem menores concentracbes em regides em
desenvolvimento (MARSCHNER, 1995). Assim, com as imagens obtidas (Figura 16),
especula-se que o Cd é relativamente imoével no floema de Phaseolus vulgaris L.

As raizes apresentam os teores mais elevados de Cd possivelmente por
constituirem a parte da planta que esta diretamente em contato com o metal pesado,
(OLIVEIRA et al., 2001; TIRYAKIOGLU et al., 2006). A partir das imagens obtidas
das raizes nao foi possivel observar qualquer diferenca visual quanto a quantidade
de Cd absorvida, mostrando-se, em ambas as espécies, intenso contraste (Figura
17).
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Em experimentos com a utilizagdo de solo o estudo destes elementos fica
prejudicado em razédo da dificuldade da separag¢do do solo aderido a superficie da
raiz. Assim, o uso de solugdo nutritiva, neste caso poderia ser o método mais
indicado, desde que utilizadas concentragdes de Cd mais baixas. Neste contexto,
Piferos; Shaff e Kochian (1998) demonstraram em trigo que o fluxo de Cd para as
raizes ocorre em toda a sua extensdo, mas € maior nas pontas. Isto sugere que
tanto o nimero de pontas de raizes de um sistema radicular quanto a area total de
superficie pode acumular maior quantidade de Cd. Tal evidéncia deve ser
considerada especialmente quando o sistema radicular se desenvolve dentro de um

volume restrito.

Figura 14 - Auto-radiografia de folhas primordiais de feijoeiros contaminados com
Cd + '®Cd no momento do desbaste. A: Phaseolus vulgaris L. BRS
Timbé. B: Vigna unguiculada [Walp]: BR3 Tracuateua
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Figura 15 - Auto-radiografia de foliolos de feijoeiros contaminados + '°°Cd no
estadio V.. A: Phaseolus vulgaris L. - BRS Timbé. B: Vigna ungdiculada
L. (Walp) - BR3 Tracuateua.



Figura 16 - Auto-radioqrafia de parte aérea do feijoeiro BRS Timbd contaminado

com Cd + '°°Cd no estadio V3. Folhas cotiledonares, primeiro trifélio e
segundo trifélio ainda em desenvolvimento
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Figura 17 - Auto-radiografia de raizes do feijoeiro A: BRS Timb6 e B: BRS3
Tracuateua contaminados com Cd + '°°Cd no estadio V3
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4.9 Mobilidade do Cd na planta

4.9.1 Absorcao e Mobilidade de Cd em duas condicoes de contaminacao (teor
normal e 3 mg dm™ de Cd)

A quantidade de Cd proveniente do contaminante (Cdpc) encontrado em
graos, caules e folhas do BRS Timbd foram superiores ao BR3 Tracuateua, nas
duas condigdes de contaminacdo (Tabela 11), corroborando com a diferenca
encontrada entre os dois feijoeiros nos resultados anteriores. Portanto tal diferenca
do acumulo de Cd entre os feijoeiros € intrinseca a variacdo genotipica, sendo
pouco influenciada quanto as condicoes de contaminacao.

Diversos estudos foram realizados em plantas com diferentes concentracoes
de Cd no solo e muitos deles elucidaram mecanismos distintos sob condi¢des de
baixa e alta exposicdo ao contaminante (GRANT et al., 1998). Dauthieu et al. (2009),
em estudo com Arabidopsis thaliana utilizando pequenas doses de Cd (nM),
concluiram que a concentracao deste metal na parte area néo foi afetada por estas
baixas concentracbes de Cd na solugdo nutritiva. Em Nicotiana tabacum L. as
distribuicoes de Cd foram amplamente diferentes entre plantas expostas a
0,02 e 3 pM, sendo a primeira, talvez, o nivel mais encontrado em condi¢des
naturais ou sob cultivo agricola (KORENKOQV et al., 2007).

Nas duas espécies e em ambas as condi¢des, a Cdpc sempre foi maior no
caule, seguido por folhas e graos. Embora a concentracdo seja a medida mais
importante de micronutrientes em graos destinados a alimentacdo humana quando
comparada ao acumulo (RENGEL; BATTEN; CROWLEY, 1999), esta observacao
sempre é estudada com hiper-acumuladores para fins de fitorremediacao, onde a
producédo de grande quantidade de massa com alta concentracdo de Cd, em curto
espaco de tempo é uma caracteristica desejavel. Girassol e Kenaf sdo exemplos de
plantas que concentram grandes quantidades de Cd e produzem muita biomassa (LI
et al. 1995; KURIHARA et al., 2005; HATTORI et al, 2006).

Diferencas na absorcdo de Cd do solo entre espécies de plantas de baixa e
alta acumulacao de Cd tém sido retratados através da identificacdo de mecanismos
distintos na raiz, que afetam a translocagao para o grao (GREGER; LANDBERG,
2008). Sabe-se que a raiz é 6rgao que mais acumula Cd por estar intimamente em
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contato com o contaminante (OLIVEIRA et al., 2001). A caracteristica de reter Cd na
raiz e de transloca-lo para a parte aérea, definido como fator de transferéncia (FT),
foi estudada por Pinto et al. (2009) em plantas acumuladoras deste contaminante e
concluiram que este processo também varia entre espécies.

Tais variagdes na translocagado da raiz para a parte aérea foram observadas
em 19 cultivares de milho, em solo arenoso contaminado com 0,56 g kg™ de Cd. Os
cultivares com o0s menores teores de Cd na parte aérea apresentaram,
proporcionalmente, maior teor na raiz. Ja aqueles que apresentaram maior teor na
parte area apresentaram igual concentracdo na raiz (FLORIJN; VAN BEUSICHEM,
1993).

Arao et al. (2003) também propuseram que os menores teores de Cd
encontrados nos graos de certas variedades de soja sdo resultantes da combinacao
de uma pequena absor¢ao inicial e a retencao de grandes niveis de Cd na raiz,
limitando sua translocacdo para a parte aérea. Neste trabalho foram encontrados
valores de concentracdo de 1,43 a 12,68 mg Kg' de Cd no grdo de plantas
cultivadas em solo com 3 mg dm™ de Cd.

A diferenca observada entre os valores de Cdpc no grdo do BRS Timbé e
BR3 Tracuateua foram sempre menores comparando-se com outros érgaos. Na
condicao mais baixa de contaminagao, observou-se que a concentragédo entre folhas
e caule nao diferiu significativamente, enquanto que em condicdo maior de
contaminacao, a diferenca foi de 60 e 73% nos feijoeiros BRS Timbé e BR3
Tracuateua, respectivamente (Tabela 11).

Segundo Grant et al. (1998), o Cd pode se ligar as cargas negativas das
paredes celulares da raiz e, posteriormente, ser translocado para a parte aérea pelo
xilema conforme ocorre a transpiracao dos 6rgaos (HART et al., 1998). A principal
forma translocada é a iénica (Cd?*), mas pode ser maior com a combinagdo do Cd
com fitoquelatinas (GUO; MARSCHNER, 1995; COBBETT, 2000). No entanto, Salt
et al. (1995) afirmaram que parte do Cd absorvido € complexado na forma destas
fitoquelatinas, mas a translocacdo deste metal através do xilema parece ser
independente da producdo destas nas raizes, nao representando funcao direta no

transporte de Cd para a parte aérea.
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Tabela 11 - Translocacdo do Cd aplicado no solo ('®*Cd) para érgédos das partes areas de
plantas dos feijoeiros

Cdpc (mg) Cdpc (mg)
Orgéos (sem aplicacao de Cd) (com aplicacdo de 3mg dm™)
BRS Timbo BR3 Tracuateua BRS Timbo BR3 Tracuateua
Graos 1,72.10°bA 1,95.107 bB 0,0045cA 0,0012 cB
Caules 5,15.10°aA 4,36.10°aA 0,0621aA 0,0455 aB
Folhas 4,36.10°aA 2,11.10°aB 0,0251 bA 0,0122 bB

Valores seguidos de letras mindsculas iguais na mesma coluna, € maiusculas na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Greger e Lofstedt (2004) afirmaram que a diferenca de acumulo de Cd em
trigo deve-se mais pela translocacdo da raiz para a parte aérea do que
simplesmente a absorcao pelas raizes, pois 0 movimento do Cd?* é afetado pelas

cargas negativas presentes nas paredes celulares dos vasos do xilema.

4.9.2 Aplicacio de '®Cd na folha em planta cultivada em 3 mg dm™ Cd

O feijoeiro BRS Timbé absorveu e translocou proporcionalmente maior
quantidade de Cd proveniente do aplicado na folha (%Cdpaf) para os graos e caule
quando comparado com o BR3 Tracuateua (Tabela 12). Essa variacdo entre
espécies também foi verificada em trigo por Hart et al. (1998), que constataram
diferencas quanto a quantidade de Cd mobilizada da folha para o gréao, entre
Triticum durum e Triticum aestivum, e que a mobilizagdo do Cd da folha para o grao
foi o principal processo que promoveu 0 acumulo deste metal no grao. No entanto,
em arroz, tanto a translocag¢ao do Cd da raiz para o grao, quanto da folha para grao
foram importantes em um nivel de contaminacdo de 10 mg kg™ Cd em solo (LIU et
al., 2005).
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Tabela 12- Absorcéo e translocacdo do Cd aplicado ('°°Cd) nas folhas dos feijoeiros,
cultivados em solo contaminado (3 mg dm™ Cd).

) Cdpaf (%) Cdpaf (ug)
Orgéaos

BRS Timbo BR3 Tracuateua BRS Timbo BR3 Tracuateua
Graos 0,2950 aA 0,0717 bB 0,0018 bA 0,0006 bA
Caule 0,2072 aA 0,2444 aA 0,0197 aA 0,0069 aB

Valores seguidos de letras mindsculas iguais na mesma coluna, e mailsculas na mesma linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 %.

Mesmo com a diferenca genotipica quanto a absorcdo e mobilizacdo de Cd
das folhas para os graos, a contribuicdo do Cd proveniente da aplicacao foliar
(%Cdpaf) nos graos € muito baixa (de 0,072% a 0,295% da quantidade encontrado).

Quando aplicado na folha, o Cd pode ficar retido na cuticula foliar pelas
cargas negativas das pectinas, cutinas e ceras (WEIGEL; JAGER, 1980), sobretudo
em baixa quantidade. A deposicao atmosférica de Cd sobre as folhas parece nao ser
tao relevante para o acumulo deste metal no gréo.

Finalmente os experimentos com vaso merecem cuidados quanto aos
processos fisioldgicos que regulam um maior ou menor acumulo de Cd nos 6rgaos.
Limitacbes quanto ao volume do vaso explorado pelo sistema radicular, tipo de solo
e umidade sédo exemplos de fatores que alteram a mobilidade deste metal na planta.
Em feijoeiro, plantas expostas a 68% de umidade relativa do ar transpiraram 3,4
vezes mais e translocaram 3,7 vezes mais Cd para a parte aérea que as plantas
expostas a 97% de umidade relativa do ar (GRANT et al.,, 1997). Além disso, as
plantas acumulam mais Cd em solos de textura leve devido a menor capacidade de
troca de cétions, disponibilizando mais Cd para a absorgéo pelas raizes.

Mesmo que condicbes de contaminacdo impliquem em maior ou menor
acumulo ou distribuicao de Cd é seguro afirmar que existe a diferenca entre os
cultivares avaliados e o comportamento distinto deste contaminante entre eles. A
selecao de gendtipos que concentram pouco Cd no gréao pode ser uma das praticas
mais baratas para a obtencdo de produtos agricolas diminuindo riscos ao
consumidor (ARAO; AE, 2003). Além disso, é possivel utilizar o melhoramento

genético para desenvolver cultivares que acumulam menor concentragédo de Cd em
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suas partes comestiveis, mediante a biotecnologia com a transferéncia de genes
entre espécies (PENNER et al., 1995).
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5 CONCLUSOES

e Existe uma variacdo genotipica quanto ao teor total de Cd no gréao
entre os feijoeiros avaliados;

e A aplicagdo de 3 mg dm™ Cd geraram diversos sinais de fitotoxicidade
entre espécies e entre cultivares de feijoeiro;

¢ O feijoeiro vigna absorve e acumula menos Cd na parte aérea quando
comparado ao feijoeiro phaseolus;

e O movimento do Cd aplicado e absorvido da folha para o grao é maior
no BRS Timbg;

e A mobilidade deste contaminante nos dois feijoeiros avaliados depende

do nivel de contaminacéao de Cd.
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