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ALMEIDA, Ellen Loregian de. Desenvolvimento de feijao-de-porco [Canavalia
ensiformis (L.) D.C.] na presen¢a de chumbo. 2007. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agricultura Tropical e Subtropical) — P6s—Graduagdo — IAC.

RESUMO

O aumento da populagdo brasileira tem ocorrido sem planejamento e o
crescimento desorganizado das cidades vem acarretando intensas mudangas no meio
ambiente, principalmente pela degradacdo de areas florestais, poluicdo de solos e de
mananciais e contaminagdo de extensas areas com metais pesados pela deposicdo de
residuos industriais. O excesso de metais no solo pode se tornar um perigo para a satde
do homem, dos animais e das plantas, isto &, para a seguranca ambienta de modo geral.
Qualquer desequilibrio ambiental traz consigo a necessidade de se pesquisar técnicas
alternativas que possam minimizar os efeitos causados pela poluicdo. Tais técnicas
devem prover solugdes que englobem: eficiéncia na descontaminagdo, simplicidade e
rapidez na execucdo do processo e menor custo. A fitorremediacdo é uma técnica com
aplicacdo crescente em areas com solos poluidos com o objetivo de descontaminacao do
solo e da agua, utilizando-se plantas como agente descontaminador. O presente trabalho
teve por objetivo estudar o potencial de extracdo de Pb pela leguminosa feijdo-de-porco
[Canavalia ensiformis (L.) D.C.], por meio da avaliagdo dos efeitos desse metal pesado
na fisiologia da planta e na nodulagdo das raizes. O experimento foi realizado sob
condigdes naturais de luz e temperatura, em casa de vegetacdo, em vasos contendo 2 L
de areia, quatro concentragdes de Pb (0, 250, 500 e 100 pmol L™ com e sem inoculagéo
de estirpes de rizébio. Foi realizada a analise de crescimento de todas as partes das
plantas e também a quantificacdo de Pb e de nitrogénio total. Verificou-se que o
desenvolvimento das plantas de feijdo-de-porco nédo foi inibido e as plantas ndo
apresentaram sintomas de fitotoxicidade. Porém, na maior concentracdo de Pb, as
plantas ndo apresentaram producdo de nddulos radiculares. Observou-se, ainda, que essa
espécie apresentou baixos indices de transporte de Pb para a parte aérea, atingindo um
maximo de 10%. Concluiu-se que as plantas de feijao-de-porco tém potencial para a
fitoextracdo de Pb, atingindo 400 mg kg™ de Pb nas raizes e que a fixacdo de N nos
nodulos pode ser afetada pela presenca de Pb.

Palavras chave: fitorremediacdo, Canavalia ensiformis (L.) D.C., feijdo de porco,

nodulos radiculares, rizébio, concentragéo de Pb.



ALMEIDA, Ellen Loregian de. Jack Beans [Canavalia ensiformis (L.) D.C.]
growth and development in presence of lead. 2007. 57 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agricultura Tropical e Subtropical) — P6s—Graduagéo — IAC.

ABSTRACT

Brazilian population has increased without adequate planning and the
disorganized city growth has caused serious environment changes, mainly represented
by forest degradation, soil and water pollution, and frequently, heavy metal
contamination of extensive areas by industry residue disposal. Excess soil metal
concentrations may be hazardous for human, animal and plant health, that is, for all
environment safety in general. Any environment disequilibrium demands research on
alternative technologies in order to minimize the pollution effects. Such technologies
are expected to provide effective decontamination, easy and fast execution processes
and low costs. Phytoremediation is one technique based on the use of plants as
decontaminator agent and has been increasingly applied with the objective of soil and
water remediation in polluted areas. The objective of the present research work was to
study a leguminous species — jack beans [Canavalia ensiformis (L.)] - as Pb-
phytoextractor through the evaluation of Pb effects on the plant physiology and root
nodulation. The experiment was carried in greenhouse under natural conditions of light
and temperature, in pots containing 2 L of sand, treated with four Pb concentrations (0;
250; 500 and 100 pmol L™Y) in the presence and absence of rhizobium stirps. All plant
parts were submitted to growth analysis and tissue quantification for total Pb and N
concentrations. Jack bean plant development was not affected by Pb treatments and Pb-
toxicity symptoms were not observed. However, plants treated with the highest Pb
concentration were not able to produce root nodules. Jack bean plants presented low
shoot/root Pb translocation indexes, reaching up to 10%. Despite root nodulation and N
fixation can be drastically reduced in the presence of high Pb concentrations, it was
concluded that jack bean plants can be considered potential Pb phytoextrators, since
root Pb concentrations reached up to 400 mg kg™.

Key-words: phytoremediation, Canavalia ensiformis (L.) D.C., jack beans, root

nodules, rhizobium, lead, plant Pb concentration.
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1 INTRODUCAO

O crescente aumento da populacdo ao longo dos Gltimos anos ocorreu de forma
desorganizada e sem infra-estrutura (IBGE, 2006), resultando em intensas mudancas no
meio ambiente, principalmente na degradacao de areas florestais, na polui¢do do solo e
de mananciais e na contaminacdo de extensas areas por residuos que podem conter
grandes guantidades de metais pesados (MPs).

A existéncia de uma area contaminada pode gerar problemas como danos a
salde humana, comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restricbes ao uso
do solo, além de danos ao meio ambiente. Até maio de 2006 o registro de areas
contaminadas no Estado de Sdo Paulo totalizou 1.664 areas. Os principais grupos de
contaminantes encontrados nas areas contaminadas foram: solventes aromaticos,
combustiveis liquidos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHSs), metais e
solventes halogenados, sendo que os metais ocupam o quarto lugar (CETESB, 2006).

Nos Estados Unidos existe uma lista com 275 substancias orgénicas e
inorgénicas cujo controle é considerado prioritario, baseando-se na combinagdo de sua
freqiiéncia, toxicidade e potencial de exposicdo humana; o chumbo (Pb) ocupa o
segundo lugar (ATSDR, 2006).

A contaminagdo do solo por metais toxicos frequentemente € resultado de
atividades humanas, especialmente aquelas relacionadas com mineragdo, emisséo,
disposicdo ou vazamento de residuos industriais, aplicacdo de lodo de esgoto,
fertilizantes e pesticidas em terra agricolas (MALAVOLTA, 1994).

A preocupacdo ambiental em relacdo as areas contaminadas por MPs é agravada
guando esses entram na cadeia alimentar (ABREU et al., 1995).

Todo esse desequilibrio ambiental trouxe consigo a necessidade de se pesquisar
técnicas que possam minimizar os efeitos causados pela polui¢cdo ambiental.

Segundo ALLEN et al. (1995), nos altimos vinte anos, a énfase em quimica de
metais no solo trocou o foco do problema de escassez de nutrientes na planta pelo
aparecimento da polui¢do causada pelo excesso de contribuicdo das vérias agcOes de
fontes antropogénicas.

A remediacdo de areas contaminadas é uma exigéncia legal e um compromisso
social que precisam ser executados, criando uma enorme demanda tecnoldgica. As
tecnologias efetivas e econdmicas para remediacdo das areas contaminadas por MPs

ainda permanecem indefinidas. As que se destacam sdo a biorremediacdo e a
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fitorremediacdo, que promovem a desintoxicacdo do local ou removem os elementos
contaminantes do solo (ACCIOLY & SIQUEIRA, 2000).

Segundo PIRES et al. (2005), as técnicas que buscam alternativas para despoluir
areas contaminadas por diversos compostos organicos devem possuir solugdes que
englobam: eficiéncia na descontaminag&o, simplicidade na execugdo, tempo demandado
pelo processo e menor custo.

A fitorremediacdo é uma técnica com aplicacdo crescente em areas com solos
poluidos. Essa técnica tem como objetivo descontaminar o solo e a agua, utilizando-se
plantas como agente descontaminador (NEWMAN et al., 1998) e pode ser usada em
areas contaminadas por substancias organicas e/ou inorganicas, como metais pesados,
agrotoxicos, subprodutos téxicos das industrias e pesticidas (CUNNINGHAM et al.,
1996).

A absorcdo de nutrientes e a diminui¢do da concentracdo de metais do solo pela
maioria das plantas com sementes é bastante favorecida pela ocorréncia de bactérias e
fungos associados ao sistema radicular dessas plantas (LASAT, 2002).

As bactérias conhecidas genericamente como rizébios sdo fixadoras de
nitrogénio e vivem em simbiose com as leguminosas, formando nédulos nas suas raizes,
que absorvem o0 nitrogénio do ar e com este sintetizam substancias nitrogenadas,
também utilizadas pela planta hospedeira. Em contrapartida, a leguminosa fornece
acucares e outros compostos organicos as bactérias de seus nddulos (KERBAUY,
2004).

O estudo e uso da fitorremediagdo no Brasil precisam ser intensificados, séo
necessarias mais pesquisas que utilizem espécies de clima tropical, desenvolvidas em
niveis crescentes de contaminacdo de MPs, para que se possa avaliar a capacidade
efetiva dessas plantas como remediadoras de areas contaminadas.

A hipotese deste trabalho € que a espécie Canavalia ensiformis (L.) D. C. é
tolerante a altas concentragcdes de Pb; portanto, os objetivos deste trabalho foram: a)
analisar a tolerancia da leguminosa Canavalia ensiformis (L.) D. C. ao metal Pb, b)
determinar a influéncia do MP Pb na nodulacéo e na fixagdo de N por essa espécie, c)
determinar acimulo de Pb nas raizes e na parte aérea, d) comparar 0 método via seca
utilizado em rotina com o método aquecimento por microondas para determinacdo do

Pb no tecido vegetal.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Considerac¢oes Gerais

Consideram-se metais pesados (MPs) cerca de 65 elementos metalicos, de
densidade maior que 5 g cm™, que exercem efeitos toxicos em células microbianas e em
outras formas de vida (ADRIANO, 1986; TAN, 2000). Alguns metais como Rb, Cs, Al,
Cd, Ag, Au, Hg e Pb ndo apresentam uma funcdo essencial em plantas (ANDRADE,
2001).

Os MPs podem contaminar 0 meio ambiente e, por causa de suas propriedades
de persisténcia no ambiente, bioacumulagdo e biomagnificacdo na cadeia trofica, podem
atuar provocando alteracBes nos parametros fisicos, quimicos e biol6gicos de um
determinado ecossistema, e causar sérios problemas toxicol6gicos para 0s organismos
vivos (BAIRD, 1995).

As plantas, quando submetidas ao ambiente contaminado por MPs, podem
apresentar uma série de disturbios fisiolégicos e nutricionais (AMARAL, 1993; PAIVA
et al., 2002). Dentre eles tem-se a interferéncia desses metais sobre a absor¢do, o
transporte e as fungdes dos nutrientes (PAIVA et al., 2002).

Segundo ACCIOLY & SIQUEIRA (2000), a remediagdo de areas degradadas é
geralmente uma exigéncia legal e uma obrigacdo social que precisa ser executada. A
fitoextracdo é praticada em varias partes do mundo (LASAT, 2002).

A remediacdo de &reas contaminadas inclui: diagnostico, analise de risco,
estratégias de mitigacdo da fitotoxicidade e selecdo de plantas tolerantes aos MPs
(RIBEIRA FILHO et al., 2001).

2.2 Chumbo

O Pb é um elemento de ocorréncia natural, 0 MP mais profuso no meio ambiente
(BAIRD, 1995; AZEVEDO, 2003) e 0 maior contaminante do solo (LASAT, 2000). E
encontrado em relativa abundancia na crosta terrestre, quase sempre como sulfeto de
chumbo, sendo que as maiores fontes geoldgicas sdo as rochas igneas e metamdrficas.
As suas principais fontes naturais incluem as emissdes vulcanicas, o intemperismo das

rochas e as emissdes provenientes do mar (BAIRD, 1995).



Na solucdo do solo, o Pb geralmente ocorre como Pb?* (KABATA-PENDIAS &
PENDIAS, 1992), e somente pode ser disponivel as plantas quando se encontra na
forma de ion livre e complexo sollvel ou adsorvido aos constituintes inorganicos e
sitios de trocas (LASAT, 2002).

O Pb apresenta baixa solubilidade e mobilidade e, devido a isso, quando é
proveniente de fontes antropogénicas, encontra-se preferencialmente no horizonte
superficial do perfil do solo. Segundo ABREU et al. (1998) os maiores teores de Pb
encontram-se nos 10 cm iniciais de perfil.

Segundo BUDAVARI et al. (1989), o Pb é utilizado industrialmente desde os
povos antigos. Ele foi um dos principais metais a ser explorado pelo homem, sendo
conhecido desde 3500 a.C. Durante o Império Romano, grandes quantidades de Pb
(80.000 a 100.000 ton ano™) foram necessérias para sustentar o alto padrdo de vida da
sociedade. Embora as minas fossem operadas em pequena escala, a fundicdo
descontrolada de grandes quantidades de minérios em “fogos ao ar livre” resultou em
substanciais emissdes de MPs para a atmosfera (NRIAGU, 1996).

O Pb foi muito usado no passado em sistemas condutores e de armazenamento
de &gua e alimentos, tendo sido responsavel por indmeros casos de intoxicacao,
ocasionando diversos problemas de salde e intoxicacdo crbénica (NRIAGU, 1983;
SOUSA NETO & COSENZA, 1993).

Calcula-se que cerca de 300 milhdes de toneladas de Pb ja foram expostas no
meio ambiente durante os Gltimos cinco milénios, especialmente nos Gltimos 500 anos.
O consumo de Pb aumentou significativamente nos paises em desenvolvimento entre
1979 e 1990 (EXPOSICAO, 2000). Devido a sua larga aplicacdo, é encontrado
atualmente bastante disperso no nosso meio ambiente, aumentando sua concentragdo
normal nos organismos vivos (NOGUEIRA, 1979).

A contaminacdo de Pb nas aguas, solo e ar continua significativa. Calcula-se que
a concentracao de chumbo no sangue era até 500 vezes menor nos seres humanos da era
pré-industrial (EXPOSICAO, 2000). Assim, muitos seres humanos tém Pb no
organismo como resultado da exposicao as fontes exdgenas (SARYAN & ZENZ, 1994).
Muitos efeitos adversos a salde sdo atribuidos as altas concentracdes de Pb no corpo,
incluindo toxicidade nervosa, hematopoiética, renal, enddcrina e no sistema esquelético,
sendo o sistema nervoso central, o primeiro a ser afetado (PERAZA et al., 1998).

Segundo a Agéncia para Substancias Toxicas e Controle de Doengas, em uma

lista de 275 substancias organicas e inorganicas prioritarias nos EUA, baseando-se na
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combinacéo de: potencial de exposicdo humana, frequéncia e toxicidade, o Pb ocupa o
segundo lugar (ATSDR, 2006).

Segundo a CETESB (2001), a contaminacdo por Pb no Estado de S&o Paulo é
alta. Os valores de contaminacdo do solo sdo diferenciados para area agricola,
residencial e industrial, sendo respectivamente 200, 350 e 1200 mg kg™.

A forma de distribuicdo de Pb nas plantas é muito varidvel com a espécie,
dependendo principalmente das condigdes ambientais em que a planta esta inserida.
Portanto, é de se esperar que haja maior acimulo nas raizes de plantas que crescem em
solos ou solugdes contaminadas, mas espera-se que haja maior acimulo na parte aérea
de plantas que estdo submetidas a poluicdo do ar contaminado por este metal (PAIVA,
2003).

A absorcdo de Pb da-se por mecanismo passivo, sendo absorvido pelos pélos
radiculares (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1984). Ap6s ser absorvido, o Pb causa
diversos problemas no metabolismo das plantas, entre eles: inibicdo de atividades
enzimaticas, distdrbios de nutricdo mineral, de balango hidrico, mudangas hormonais e
alteracBes na permeabilidade da membrana celular. Altas concentragdes podem levar a
morte celular (SERIGIN & IVANOV, 2001).

KABATA-PENDIAS & PENDIAS (1992) também relatam efeitos adversos
causados por Pb como alteragdes nos processos de fotossintese, de mitose e absorcdo de
agua, levando a murchamento das folhas mais velhas, folhagem atrofiada e raizes pouco
desenvolvidas.

2.3 Fitorremediacio

A recuperacgdo de &reas contaminadas pode ser feita através de varios métodos,
sendo que alguns processos deslocam a matéria contaminada para local distante,
causando riscos de contaminacdo secundaria e aumentando ainda mais 0s custos com
tratamento. Por isso, passou-se a dar preferéncia por métodos in siru que perturbem
menos 0 ambiente e sejam mais econémicos. Dentro deste contexto, a biotecnologia
oferece a fitorremediacdo como alternativa capaz de empregar sistemas vegetais
fotossintetizantes e sua microbiota com o fim de desintoxicar ambientes
(CUNNINGHAM et al., 1996).

A fitorremediacdo é uma estratégia de biorremediacdo que consiste no emprego

de plantas, da microbiota associada, no uso de amenizantes do solo, além de praticas
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agronbmicas que, se aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou tornam os
contaminantes inofensivos ao ecossistema (CUNNINGHAM et al.; 1996; ACCIOLY &
SIQUEIRA, 2000). Segundo CHANEY et al. (1997), as plantas podem remediar 0s
solos contaminados com metais pesados através dos seguintes mecanismos: absorgdo e
acumulagéo dos MP nos tecidos das plantas (fitoextragdo); adsor¢édo dos MP no sistema
radicular, imobilizando os contaminantes (fitoadsorcéo); liberagdo para o solo de
oxigénio e outros compostos que podem imobilizar os MP (fitoestabilizagdo) e
estimulagdo da biorremediagdo por fungos ou outros microrganismos localizados no
sistema solo-raiz (rizorremediacdo). A fitorremediacdo também pode ocorrer pela
liberagéo de exsudatos radiculares, que estimulam a atividade microbiana, degradando o
composto no solo, ocorrendo a biorremediacao rizosférica de compostos toxicos (PIRES
et al., 2003). No campo da fitorremediagdo de solos contaminados com MP, a
fitoextracdo tem sido a técnica mais estudada devido, sobretudo, & possibilidade da
elevada eficiéncia que pode apresentar e ao baixo custo (KHAN et al., 2000).

Nos Gltimos 10 anos, surgiram nos EUA e na Europa inimeras companhias que
exploram a fitorremediacdo com fins lucrativos, como a norte americana Phytotech e a
alema BioPlanta, e industrias multinacionais, como Union Carbide, Monsanto e Rhone-
Poulanc, que empregam a fitorremediacdo em seus proprios sitios contaminados
(GLASS, 1998).

Segundo ACCIOLY & SIQUEIRA (2000), a fitorremediacdo apresenta inimeras
vantagens, entre elas: baixo custo, aplicacdo in situ, aplicacdo a grande quantidade de
contaminates. As principais desvantagens seriam: lentiddo quando comprada a outras
alternativas, pode nédo atingir 100% de remediacdo e pode resultar em bioacumulagéo em

animais.

2.3.1 Fitoextracio

Algumas plantas sdo hiperacumuladoras de metais, ou seja, sdo capazes de
absorver através das suas raizes teores muito elevados desses contaminantes e portanto,
podem ser utilizadas nos processos de fitoextracdo. Esse potencial desenvolveu-se,
provavelmente, durante longos periodos de tempo a medida que as plantas cresciam em
solos contendo elevadas concentracbes de MP, como por exemplo, os solos perto de

extragdes mineiras. A hiperacumulacdo pode ter evoluido, também, como mecanismo



de adaptacdo contra os herbivoros. Efetivamente, os teores elevados em metais nas
folhas, protegem a planta contra herbivoros (especialmente insetos) e contra
microrganismos patogénicos, protegendo também de doencas e pestes (KHAN et al.,
2000). A utilizagdo de plantas hiperacumuladoras para remover metais em excesso no
solo surgiu com a descoberta de diferentes plantas que acumulavam altas concentragdes
de metais em sua folhagem (GARBISU & ALKORTA, 2001).

As plantas hiperacumuladoras tém a capacidade de armazenar altas
concentragdes de metais especificos na parte aérea (0,1% a 1% da matéria seca,
dependendo do metal) (MCGRATH, 1998). Em feijdo o Pb total é de 10.600 mg kg™
(SHEN et al., 2002).

A fitoextracéo refere-se ao uso de plantas acumuladoras, que conseguem extrair
poluentes do solo e transporta-los para a parte aérea. As plantas ideais para fitoextracao
devem ter o potencial de: acumular o metal a ser extraido, transportar e acumular o MP
preferencialmente na parte aérea; tolerar grande concentracdo do metal no solo; ter
crescimento rapido e grande concentracdo de biomassa; ser de facil cultivo e colheita
(MARCHIOL et al., 2004).

A fitoextracdo emprega plantas especializadas em acumular altas taxas de MPs
em seus tecidos como: >10.000 mg kg™ de Zn e Mn; >1.000 mg kg™ de Pb, Ni e Cu;
>100 mg kg™ de Cd (RASKIN et al., 1994). Conforme HUANG et al. (1997), para o Pb,
essa técnica busca reduzir esse metal para niveis aceitaveis no solo em um tempo de 3-
20 anos. Para que esse objetivo seja alcangado é necessario, entre outros aspectos, obter
espécies/cultivares habeis em acumular mais que 1% de Pb na parte aérea, produzindo
mais que 20 toneladas de matéria aérea ha™ ano™.

O potencial para fitoextracdo depende de interagdo entre solo, metal e planta
(LASAT, 2002). Se a contaminacao do solo iré se tornar ambientalmente toxica ou ndo
depende de vérios fatores: das condicdes fisico-quimicas do solo como acidez, umidade,
presenca de argilas, 6xidos de Fe/Mn e matéria organica; do solo e da hidrologia, que
podem ndo s6 diluir o contaminante como também transportar o efeito poluente da sua
origem a uma nova area e dos componentes microbiano e vegetal do ecossistema que
podem absorver e reciclar o metal (ANDRADE, 2001).

A fitoextracdo envolve a absor¢do dos contaminantes pelas raizes, onde sdo
armazenados ou sdo transportados e acumulados nas partes aéreas. E aplicada

principalmente para remediar areas contaminadas pelos metais (Cd, Ni, Cu, Zn, Pb)



podendo ser usada também para outros compostos inorganicos (Se) e compostos
organicos (MCGRATH, 1998).

A fitoextracdo € uma opcao viavel de remediacdo e pode satisfazer regulamentos
ambientais e, simultaneamente, ser uma das tecnologias mais eficientes em relacdo ao
custo/beneficio, tanto sozinha quanto combinada com outra tecnologia de remediagéo
(ROBINSON et al., 2003).

2.4 Microbiota do Solo

Muitas evidéncias sugerem que 0S microrganismos do solo possuem
mecanismos capazes de alterar a mobilidade do metal contaminante, com efeitos
subsequentes no potencial de absor¢do pela raiz. Por exemplo, microrganismos podem
catalisar reacOes de oxi-reducdo, mudando assim, a mobilidade de metais no solo.
AssociacBes micorrizicas, por exemplo, parecem ser efetivas na diminuicdo da
concentragdo de metais no solo (LASAT, 2002).

Mudangas na composicdo ou na atividade da comunidade microbiana do solo
podem ter efeitos prejudiciais no funcionamento do ecossistema. A contaminagio por
metais, por exemplo, pode afetar drasticamente o crescimento, 0 metabolismo e a
diferenciagcdo celular dos microrganismos do solo e a reciclagem de nutrientes. Isto
ocorre devido a multiplicidade e a variedade de componentes da parede celular e de
outras estruturas externas dos microrganismos que se ligam ao MP. Os efeitos toxicos
dos MPs nos microrganismos devem-se ao bloqueio de grupos funcionais de moléculas
importantes, como enzimas, a desnaturacdo de proteinas ou a perda de integridade das
membranas celulares. Em termos gerais, é freqlientemente estabelecido que os metais
toxicos afetam os microrganismos em ambientes naturais, reduzindo sua biomassa e sua
diversidade e enriquecendo ou selecionando uma comunidade resistente, ou seja, a
comunidade microbiana é afetada quantitativa e qualitativamente (ANDRADE, 2001).

Na associacdo simbidtica entre leguminosas e rizobios com a formacdo de
nodulos radiculares, as primeiras suprem as bactérias com fotoassimilados,
principalmente sacarose, que sdo fonte de energia para a atividade da nitrogenase,
enzima responsavel pelo processo de fixacdo do N, em amdnio. As bactérias, por sua
vez, suprem as plantas com aménio que é, posteriormente, utilizado por estas para a
producdo de compostos nitrogenados (CORDEIRO, 2004).



Algumas plantas conseguem sobreviver em locais contaminados devido a sua
tolerancia e a sua capacidade de desenvolver, em associacdo com bactérias do solo,
nodulos fixadores de nitrogénio importantes como coletores de metal. Plantas de
sesbania sem rizébios inoculados apresentaram crescimento em solo contaminado bem
menor que em plantas com nodulos, comprovando a influéncia da nodulagdo no
desenvolvimento de plantas em solos contaminados (CHAN et al., 2003). Algumas
caracteristicas estruturais e bioquimicas conferem aos microrganismos capacidade de
sobreviver na presenca de concentragOes altas de MP como, por exemplo, paredes
celulares impermeaveis a determinados elementos, producdo de polissacarideos
extracelulares ou excrecdo de outros metabodlitos que imobilizam o metal
potencialmente toxico (ANDRADE, 2001).

A forga de ligacdo ou adesdo das bactérias as particulas do solo ou a planta pode
ser muito importante para o desenvolvimento da tolerancia ao metal (ALMAS et al.,
2005).

2.5 Leguminosas

As leguminosas j& eram utilizadas pelo homem como alimento e para
enriquecimento do solo antes mesmo de se conhecer a habilidade que membros dessa
familia tinham em se associar com rizobios e desenvolver nédulos fixadores de
nitrogénio atmosférico (N2) (KERBAUY, 2004)

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

Muitos microorganismos associam-se simbioticamente com outros organismos
sendo que, a associacdo mais importante economicamente é a de bactérias do grupo dos
rizébios com plantas da familia das leguminosas. Desta maneira, as leguminosas
constituem uma das mais importantes familias de plantas agricolas sendo uma
importante fonte de adubo para outras culturas no processo de adubacdo verde ou em
consadrcio com outras espécies (UDVARDI et al., 1992).

A associacdo entre leguminosa e rizobio torna-se muito interessante, uma vez

que a revegetacdo pode ser obtida eficientemente e com um baixo aporte de
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fertilizantes, restringindo-se aqueles que apresentam lenta solubilizacdo para a solugdo
do solo, como é o caso dos fosfatos de rocha (FRANCO & FARIA, 1997). O nitrogénio
é o nutriente mineral essencial mais limitante para o crescimento das plantas,
ressaltando a importancia de cultivos com associacdo de leguminosas e bactérias.
(HARDY & HAVELKA, 1975)

2.5.1 Canavalia ensiformis

A espécie Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijado-de-porco) é uma leguminosa
utilizada para adubagdo verde, que apresenta simbiose com bactérias da familia
Rhizobiaceae, genericamente denominada rizébio.

O feijdo-de-porco é uma planta tropical, da familia Fabaceae, amplamente
cultivada nos paises tropicais como cobertura verde. Sua associa¢do, com bactérias
fixadoras de nitrogénio ocorre naturalmente, resultando na formacdo de nddulos
radiculares (LORENZI, 1995).

A planta, ereta, anual, desenvolve-se bem em solos &cidos. Suas folhas grandes
fornecem boa cobertura. Além disso é comestivel: suas folhas sdo usadas como verdura,
e as sementes sdo cozidas como feijdo, embora tenham que passar por tratamento prévio
para eliminar as varias toxinas que possuem. Entre essas estdo um aminoacido que
destréi células intestinais, diminuindo a absor¢do de alimentos, e um hemoaglutinante
que é usado em laboratorios clinicos. A planta tem também um neurotdxico, mas que €
destruido na ingestdo (LORENZI, 1995).

Do feijdo-de-porco tém sido extraidos os principios ativos que agem como
inseticidas, herbicidas - a planta apresenta alelopatia - e fungicidas. A Radiobras
anunciou a descoberta nessa planta de uma proteina semelhante a insulina (LORENZI,
1995).

2.6 Analise quimica do material vegetal
Para a analise quimica do material vegetal existem basicamente dois processos
de destruicdo da matéria organica para a determinacdo de nutrientes: a via seca, que

trata da incineracdo das amostras e dissolucdo das cinzas com &cido, a quente, e a via

Umida, que utiliza um acido forte ou a combina¢do de acidos a quente. Cada processo
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apresenta aspectos favoraveis e ha muita controvérsia quanto ao melhor método para a
solubilizagdo das amostras (JONES & CASE, 1990; HOENING, 1995).

2.6.1 O procedimento da via seca

No método da via seca 0 oxigénio atmosférico serve como oxidante para a
gueima da matéria organica, produzindo um residuo inorganico. Posteriormente esse
residuo é entdo dissolvido por acidos (CHRISTIAN, 1994). A via seca, preferida por
BATAGLIA et al. (1983), é um método simples e permite que se trabalhe com uma
quantidade maior de amostra e um melhor controle das contaminagdes provenientes de
acidos. No entanto, ela apresenta limitagdes, pois muitos elementos podem ser
volatilizados, como o enxofre, o arsénio, o selénio, o mercurio (JONES et al., 1991) e o
chumbo, em temperatura superior a 500 °C (CHRISTIAN, 1994).

2.6.2 O procedimento da via imida

O método da via umida é o mais bem aceito para dissolucdo de materiais
vegetais, consistindo na destruicdo da matéria organica através da digestdo acida, em
alta temperatura. Os &cidos oxidam a matéria organica a dioxido de carbono, agua e
outros compostos volateis, que sdo eliminados, deixando apenas 0s sais ou acidos dos
constituintes inorganicos (CHRISTIAN, 1994).

A combinagdo de um &cido oxidante e outro agente oxidante tem sido bastante
empregada, pois 0 segundo potencializa o poder de oxidacdo do &cido. Em geral se
emprega o perdxido de hidrogénio como oxidante devido ao seu alto poder de oxidagédo
e ao seu alto grau de pureza, resultando em baixos valores das amostras em branco.
Além disso, o produto final da sua decomposicdo é a dgua. A mistura entre o &cido
perclérico e a &gua oxigenada é também empregada para amostras de plantas
(CLEMENT, 1995), nas quais a agua oxigenada é utilizada na pré-digestio (ABREU,
1997).

O processo de digestdo sob pressdo em frascos selados é uma técnica
amplamente usada e foi introduzida por Carius em 1860 (KINGSTON & JASSIE,
1988). As vantagens mais interessantes dos processos selados sdo: a) os elementos
volateis ficam retidos na solucdo; b) ndo ha evaporacdo de acidos, 0 que permite a

utilizacdo de pequenos volumes; c) ndo hd vazamentos de fumos &cidos durante o

11



processo; d) ndo ha contaminacdo externa; €) requer monitoramento menos rigoroso e f)
por estar sob pressdo, pode-se alcancar temperaturas tdo altas como 300°C (ABREU,
1997). O procedimento também apresenta desvantagens. Dentre essas, tem-se que a
quantidade de amostra ndo pode ser superior a 0,5 g, dificultando a analise de elementos
presentes em baixas concentracfes. Tal digestdo € usualmente lenta, ou seja, ndo é mais
rapida que o procedimento convencional (ABREU, 1997).

Com o desenvolvimento da tecnologia de microondas tem havido um crescente
interesse na utilizacdo desse principio como fonte de aquecimento alternativa na
abertura de amostras. Os resultados tém-se mostrado equivalentes ou melhores que 0s
métodos tradicionais (JASSIE e KINGSTON, 1988).

ABREU (1997) obteve para a maioria dos elementos analisados pelo método da
via seca resultados estatisticamente diferentes ao nivel de 5%. Para o elemento chumbo
os resultados foram discrepantes. O emprego do forno de microondas no processo de via
Umida apresentou uma melhor reprodutibilidade dos resultados e praticamente todos 0s

resultados foram aceitos no Programa IPE (International Plant Exchange Programme).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Condi¢oes Ambientais

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada nas dependéncias
do Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), em Campinas, SP, com as seguintes coordenadas geogréaficas: 22° 49’
457 S, 47° 06° 33’ W e altitude média de 670 m, sob condicBes de luz e temperatura

naturais, no periodo de 23 de agosto a 9 de outubro de 2006.

3.2 Espécie Vegetal Cultivada

A espécie vegetal escolhida para o experimento foi a leguminosa comercial
herbacea, Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijao-de-porco). As sementes da leguminosa

foram obtidas no Instituto Agrondmico (IAC).
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3.3 Tratamentos

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial de
2 X 4, sendo dois tratamentos, com e sem inoculacdo de estirpe de rizébio, quatro
solucdes contendo as seguintes concentragdes de Pb 0; 250; 500 e 1000 umol L™. Para
cada tratamento foram feitas cinco repetigoes.

Utilizou-se a solucdo de Hoagland e Arnon (1939) modificada, contendo ou nédo
N mineral e com adicio ou ndo de Pb na forma de acetato de chumbo
(Pb(CH3C00),:3H20) (Anexos 1 e 2).

3.4 Desenvolvimento do Experimento

As sementes das espécies de leguminosas Canavalia ensiformis (L.) D.C.,
previamente desinfetadas com hipoclorito de sédio comercial a 1% por 5 minutos e
lavadas com agua destilada, foram colocadas para germinar em bandejas plasticas
contendo areia lavada e esterilizada em autoclave a 121°C por 50 minutos.

Apbs a emissdo da folha primaria, as plantulas foram retiradas das bandejas e
transferidas para vasos com capacidade de 2 L, contendo areia esterelizada como
substrato, onde permaneceram até 0 momento da coleta. Durante transplantio metade
das plantas foi inoculada com suspenséo de estirpe de bactérias do género Rhizobium.

Para obtencdo da suspensdo de rizébios, parte da cultura mantida em meio sélido
(tubos “estoque” em meio sélido, conservados em geladeira) foi transferida para
erlenmeyers contendo meio de cultura “79” liquido (FRED & WASKMAN, 1928). Os
frascos foram colocados no escuro sob agitacao constante (agitador Mod. NT712, Nova
Técnica). Apo6s 2 ou 3 dias de crescimento a suspensdo de rizobio foi utilizada, ap6s
determinacdo do nimero de células viaveis na cultura de rizébio (unidades formadoras
de colénias - UFCs) (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Esse método consiste em semear
diferentes diluicdes de uma suspensdo de Rhizobium na superficie de meio solido, até
obter uma contagem de col6nias dispersas e isoladas, neste caso, de aproximadamente
10® células/mL de meio liquido. Todos os procedimentos microbiolégicos foram
realizados em camara asséptica de fluxo laminar (Veco). No tratamento sem riz6bio as

sementes de feijdo-de-porco foram embebidas apenas em agua destilada.
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As plantas foram regadas uma vez por semana com 100 mL de solucéo nutritiva
de Hoagland modificada (Anexo 1). Nos tratamentos com rizobio, as plantas receberam
solugdo nutritiva sem acréscimo de nitrogénio (Anexo 2).

O Pb foi colocado no primeiro dia do transplantio nas concentragfes de 0, 250,
500 e 1000 pmol L™, na forma de Pb(CH3COO),-3H,0 diluido em solugdo nutritiva de
Hoagland. Quando necessario, regou-se as plantas com agua de torneira.

As plantas permaneceram nos vasos até 0 momento da coleta, que ocorreu em

trés diferentes datas, 14, 22 e 27 dias apés a aplicacdo de Pb.

3.5 Medidas de Crescimento

Todas as medidas de crescimento foram realizadas no final do experimento. As
medidas da altura e do nimero de folhas foram feitas antes da separacdo das plantas em
laminas foliares, caule+peciolos, raizes.

As medidas de éarea foliares foram feitas através do equipamento Model L. |
3.100 — Area meter — SR n° LAM 1018, Licor — USA. Todo material foi colocado em
estufa com circulagdo forgada de ar para secagem a 60°C por 72 horas. A seguir, as
amostras foram pesadas para obter a matéria seca e depois foram moidas em moinho
tipo Wiley, passadas em peneira de abertura de 1mm de malha (BATAGLIA et al.,
1983), homogeneizadas e acondicionadas em frascos de vidro e submetidas a andlise

quimica para a determinacéo de Pb.

3.6 Analise quimica

Foram testadas duas metodologias para a digestdo das plantas, a via seca
(método de rotina do laboratério do Centro de Solos e Recursos Ambientais do IAC) e 0
método por via Umida com aquecimento por microondas. Para validacdo de cada
método foram utilizadas cinco amostras com teores certificados de referéncia para o Pb,
provenientes de um Ensaio de Proficiéncia da Holanda para amostras de plantas (IPE -
International Plant Exchange Programme). As amostras IPE foram: 156-folha de
carvalho, 100-graminea, 162-folha de urtiga, 153-graminea, 164-crisantemo, 159-alfafa,
885-milho.
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Para a digestdo das partes das plantas (raiz, caule e folhas), foram testados os
métodos de via Umida com aquecimento por microondas e de via seca, e a determinacao
do Pb foi feita por espectrometria de emissao Optica em plasma de argénio (ICP-OES).

Para a digestdo das amostras por via Umida com aquecimento por microondas,
nas plantas, pesaram-se 500 mg (com precisdo de 1 mg), do material seco e moido e
colocados em tubos especiais de teflon PFA (perfluoro alquoéxi etileno), para digestao.
Ap0s isso, as amostras foram digeridas com a mistura de 5 mL de &cido nitrico (70%) e
3 mL de peroxido de hidrogénio (30%) em forno de microondas especial (marca CEM-
Mars-Xpress). A programacdo do aparelho para a digestdo é descrita na tabela 1. Apds a
digestdo no forno de microondas, as amostras foram filtradas em papel filtro
quantitativo (marca Nalgon, didmetro 11 cm, filtragem lenta — cinza 0,00007 g) em
baldo volumétrico de 25 mL e o volume final completado com agua deionizada.

Tabela 1 - Programacéo do forno de microondas especial (CEM-Mars-Xpress).

Estagio Poténcia Tempo Temperatura Espera

W min °C min
1 1200 15 200 5
2 1200 1 210 5
3 1200 1 220 5

Para 0 método da via seca, foi pesado 1 g (com precisdo de 1 mg) do material
vegetal seco e moido. Em seguida, as amostras foram colocadas em mufla a 500°C por
duas horas e meia para incineracdo. Apés o resfriamento, adicionaram-se 2 mL de acido
cloridrico 6 mol L™ As amostras foram colocadas na chapa elétrica a 50°C por uma
hora e meia, até ocorrer a evaporacdo. Adicionaram-se mais 10 mL de acido cloridrico 2
mol L™ e aqueceu-se por mais 5 min. Foram realizadas duas filtragens que foram feitas
em papel de filtragem répida faixa preta, sendo que entre uma e outra, mais 10 mL do
4cido nitrico 2 mol L™ foram adicionados. Os bales volumétricos utilizados foram
completados com agua deionizada para o volume de 25 mL, baseado em ABREU
(1997) modificado.
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3.7 Determinacéo de nitrogénio

A determinacdo do nitrogénio so foi feita para a parte aérea, pois os tecidos da
raiz ndo foram suficientes para outras medidas além da determinacdo de Pb.

Transferiu-se para tubos de digestdo (tipo Folin-Wu), 0,5 g (£ 1 mg) de material
vegetal seco e moido (folhas); 1 g de mistura digestora (1000 g de K;SO4 + 100 g de
CuSO45H,0 + 10 g de Se) e 4 mL de éacido sulfarico concentrado. Os tubos foram
colocados em um bloco digestor e aquecidos lentamente até a temperatura de 360°C, onde
as amostras foram digeridas ao ponto de ebuli¢do da mistura, até a obtencdo de um extrato
azulado. Apos esse ponto, deixou-se em ebulicdo por mais 60 minutos. Os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente e ao contetido adicionaram-se 5 mL de dgua deionizada.
O conteido de cada tubo foi usado na dosagem de nitrogénio, segundo o método de
destilagéo Kjeldahl (BREMNER, 1965; ABREU et al., 2006).

3.8 Calculo do Indice de Translocacio
O indice de translocacéo (IT) foi calculado baseado na quantidade acumulada de
Pb na planta, de acordo com ABICHEQUER & BOHNEN (1998), pela seguinte

equacéo:

IT = Quantidade de Pb acumulada na parte aérea X 100

Quantidade de Pb acumulada na planta

3.9 Cilculo do Indice de Producio Relativa

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

producdo de matéria seca da planta, foi calculado segundo a equagéo:

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

matéria seca produzida na auséncia do metal
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3.10 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, cada vaso congtituiu
uma parcela, sendo 5 repeticGes para cada tratamento.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e quando houve
diferenca estatistica, foram realizadas andalises de regressdo polinomial (linear e

quadrética) para a comparacdo entre os niveis de concentracdo de Pb e teste de Tukey .

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Desenvolvimento de Canavalia ensiformis (L.) D.C. na presenca de Pb

A presenga de MPs no solo pode estimular uma série de alteracdes fisiologicas
nas plantas, podendo provocar deficiéncia ou excesso de determinados nutrientes na
parte aérea, 0 que prejudica o desenvolvimento e o crescimento normal dessas plantas
(ROMEIRO, 2005).

Nas plantas de feijdo-de-porco ndo se observaram sintomas de fitotoxicidade. No
geral, as plantas com tratamento sem rizébio (S/R) se desenvolveram melhor que as
plantas com tratamento com rizébio (C/R). Isso pode ser explicado pelo fato de as
plantas S/R terem recebido dose extra de nitrogénio. Nas plantas do tratamento C/R ndo
ocorreu nodulagéo, portanto tiveram menor quantidade de nitrogénio disponivel quando
comparadas com as plantas do tratamento S/R. Ao longo de todo experimento, as
plantas C/R apresentaram uma coloracdo verde mais clara quando comparadas com as
do S/R, indicando uma possivel falta de nitrogénio. Contudo, essa possivel falta de
nitrogénio ndo limitou o crescimento e o desenvolvimento das plantas de feijdo-de-

porco.
4.2 Medidas das Alturas

Nas medidas de altura do tratamento S/R observou-se que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas do crescimento de plantas com 14 dias apés a aplicagdo
de Pb, em func¢do do aumento das concentragfes do Pb (figura 1-A). No tratamento C/R

observou-se um pequeno aumento no crescimento até a dose 500 pmol L™, em relacdo &
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testemunha (figura 1-B). Porém, a partir da dose 500 pmol L™ o crescimento comecou a

diminuir.
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Figura 1 — Altura de plantas de feijdo-de-porco sem rizébio (A) e com rizébio (B)
submetidas a diferentes concentragBes de chumbo por 14 dias. * Significativo a 5%.
Letras iguais representam resultados estatisticamente ndo significativos pelo teste Tukey
a 5%, comparando-se entre os tratamentos S/R e C/R em cada concentracdo de Pb.

Nas medidas de altura de plantas com 22 e com 27 dias ap6s a aplicacdo de Pb,
ndo houve diferencas estatisticamente significativas do crescimento em fungdo do
aumento das concentragbes de Pb (figuras 2-A e 2-B). As plantas S/R e C/R néo

apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si.
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Figura 2 — Altura de plantas de feijdo-de-porco, com 22 dias (A) e 27 dias (B) apds a
aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentragdes de chumbo. Letras iguais
representam resultados estatisticamente ndo significativos pelo teste Tukey a 5%,
comparando-se entre os tratamentos de inoculagdo em cada concentragéo de Pb.

Espécies arboreas cultivadas em solo contaminado por MPs tém seu crescimento
prejudicado (MARQUES et al., 2000). Segundo KARENLAMPI et al. (2000), o Pb
pode acarretar mudangas nos processos biolégicos como respiracdo, atividade
enzimatica e crescimento.

Em experimento com feijdo-de-porco, ROMEIRO (2005) obteve 35 cm como
média de altura na auséncia da aplicagdo de Pb e 15 cm na dose 400 umol L2 em
medicdes feitas apds um més de plantio das plantulas em vasos.

No presente experimento, com 0 mesmo tempo de exposi¢do ao chumbo, as
plantas apresentaram, no tratamento S/R e sem Pb altura média de 60 cm e no
tratamento C/R, altura média de 90 cm. Na dose 500 pmol L™, os tratamentos S/R e C/R
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apresentaram média de 90 cm de altura. Mesmo recebendo a dose mais alta de chumbo
(1000 pmol L™), as plantas continuaram a se desenvolver e ndo apresentaram sintomas
de fitotoxicidade. O crescimento foi similar ao em doses menores, mostrando entdo que
ndo houve relacdo entre concentracao de Pb e altura das plantas.

Plantas de Carex rostrata, Erviophorum angustifolium e Phragmites australis ndo
apresentaram modificacdo no crescimento na presenca de Pb (STOLTZ e GREGER,

2002), resultados semelhantes aos encontrados neste experimento.

4.3 Numero de Folhas

No numero de folhas observou-se que ndo houve diferencas estatisticamente
significativas em funcdo do aumento das concentracfes de Pb em todos os dias
analisados (figuras 3-A, 3-B e 3-C). As plantas S/R e C/R néo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre si.

ROMEIRO (2005), em experimento com feijao-de-porco observou que a partir
da dose 100 pmol L™ houve queda do nimero de folhas. Segundo PUNZ &
SIEGHARDT (1993), algumas plantas apresentam murchamento e posterior queda da
folha, quando submetidas a altas concentra¢Ges de Pb. Contudo, neste experimento isso
ndo ocorreu, o nimero de folhas continuou constante a medida que se aumentava a dose
de Pb. N&io se observaram sintomas de fitotoxicidade como murchamento,

amarelamento das folhas, clorose, necrose e queda.

4.4 Area Foliar

Na é&rea foliar das plantas do tratamento S/R, 14 dias apds a aplicacdo de Pb
observou-se que a medida que as concentracbes de Pb aumentaram a area foliar
diminuiu (r>=0,99) (figura 4-A), evidenciando a influencia do Pb no desenvolvimento
das folhas de feijdo-de-porco. No entanto, nas plantas C/R, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas do crescimento em fungdo da presenga do Pb (figura 4-
B).
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Figura 3 — Numero de folhas de plantas de feijdo-de-porco com 14 (A), 22 (B) e 27 (C)
dias apos a aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentracdes de chumbo. Letras
iguais representam resultados estatisticamente ndo significativos, teste Tukey a 5%,
comparando entre tratamentos de inoculagcdo em cada concentragdo de Pb.
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Figura 4 — Area foliar de plantas de feijdo-de-porco sem rizébio (A) e com rizébio (B),
submetidas a diferentes concentragBes de chumbo por 14 dias. * Significativo a 5%.
Letras iguais representam resultados estatisticamente ndo significativos, teste Tukey a
5%, comparando entre tratamentos de inoculagdo em cada concentragédo de Pb.

Na area foliar das plantas com 22 dias apos a aplicagdo do Pb em todas as

concentragdes de Pb foram verificadas diferengas estatisticas significativas entre os

tratamentos S/R e C/R (figura 5-A), porém ndo houve diferencas estatisticamente

significativas entre as concentragdes do mesmo tratamento. O tratamento S/R obteve as

maiores medidas de area foliar quando comparado com o tratamento C/R.

Na figura 5-B, em plantas com 27 dias ap0s a aplicagdo de Pb, os tratamentos

S/R e C/R apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si nas doses 0,

500 e 1000 pmol L™,
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Figura 5 — Area foliar de plantas de feijdo-de-porco, com 22 dias (A) e 27 dias (B),
apo6s a aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentragdes de chumbo. Letras
diferentes representam resultados estatisticamente significativos, teste Tukey a 5%,
comparando entre tratamentos de inoculacdo em cada concentracéo de Pb.

A diminuicdo na é&rea foliar tem sido considerada um dos efeitos mais
significativos da deficiéncia do nitrogénio (VOS & VAN DER PUTTEN, 1998). Neste
experimento, observou-se menor area foliar nas plantas C/R e isso pode ser devido a
essas plantas ndo terem recebido dose extra de nitrogénio. Apesar de as plantas terem
recebido indculo de rizébio ndo ocorreu nodulago.

Ja nas plantas S/R deve ter ocorrido o inverso, pois apresentaram maiores
medidas de area foliar e, apesar de ndo terem recebido indculo de bactérias, elas
receberam dose extra de nitrogénio.

Plantas de mamado cultivadas sob deficiéncia de nitrogénio reduziram a area de
interceptacdo da energia solar incidente, minimizando a reducdo da concentragdo de

nitrogénio foliar. Com essa estratégia, essas plantas conseguem minimizar o efeito
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negativo sobre a capacidade fotossintética por unidade de area foliar, evidenciado pela
pequena reducdo da taxa fotossintética (18,2%). Estratégia semelhante é utilizada por
plantas de batata (VOS & VAN DER PUTTEN, 1998). Em milho, a prioridade é
minimizar reducdes na area foliar e na interceptacdo de luz, em detrimento da
concentragdo de nitrogénio foliar, ocasionando maior reducdo da atividade fotossintética
por unidade de area (VOS et al., 2005).

4.5 Producao de Matéria Seca

Na figura 6-A, que compara a matéria seca das raizes de plantas expostas por 14
dias ao Pb, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos de
inoculacdo. Na figura 6-B, que compara a matéria seca do caule em plantas expostas
porl4 dias ao Pb observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de inoculacdo nas doses 0 e 500 pmol L™. O tratamento S/R resultou nas
maiores medidas de matéria seca quando comparado com o tratamento C/R.

Na figura 6-C, que compara matéria seca de folhas em plantas expostas por 14
dias ao Pb observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
nas parcelas que ndo receberam Pb. O tratamento S/R obteve as maiores medidas de
massa seca quando comparado com o tratamento C/R.

A matéria seca das raizes evidenciou sinais claros de toxicidade, as raizes

apresentaram atrofia e escurecimento.
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Figura 6 — Matéria seca de plantas de feijao-de-porco, raiz (A), caule (B) e folha (C),
apos a aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentracdes de chumbo por 14 dias.
Letras diferentes representam resultados estatisticamente significativos pelo teste Tukey

a 5%, comparando-se entre os tratamentos de inoculagdo em cada concentracgao de Pb.
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Nafigura 7-A, que compara a matéria seca das raizes de plantas expostas por 22
dias ao Pb ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos de
inoculacdo. Na figura 7-B, que compara a matéria seca do caule em plantas expostas por
22 dias ao Pb observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre 0s
tratamentos nas doses 0 e 250 pmol L™ O tratamento S/R obteve as maiores medidas de
matéria seca quando comparado com o tratamento C/R.

Na matéria seca das folhas de plantas expostas por 22 dias ao Pb ndo
observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos na
auséncia de aplicacdo de Pb (figura 7-C). O tratamento S/R resultou nas maiores
medidas de massa seca quando comparado com o tratamento C/R.

Na matéria seca de raizes (figura 8-A) e caule (figura 8-B) de plantas expostas
por 27 dias ao Pb observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos na dose 1000 pmol L™. Na figura 8-C, que compara a matéria de folhas de
plantas expostas por 27 dias ao Pb observaram-se diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos nas doses 0, 500 e 1000 pmol L™. O tratamento S/R
propiciou as maiores medidas de matéria seca quando comparado com o tratamento
CIR.
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Figura 7 — Matéria seca de plantas de feijao-de-porco, raiz (A), caule (B) e folha (C),
apos a aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentracdes de chumbo por 22 dias.
Letras diferentes representam resultados estatisticamente significativos pelo teste Tukey

a 5%, comparando-se entre os tratamentos de inoculagdo em cada concentracgao de Pb.
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Figura 8 — Matéria seca de plantas de feijao-de-porco, raiz (A), caule (B) e folha (C),
apos a aplicacdo de Pb, submetidas a diferentes concentracdes de chumbo por 27 dias.
Letras diferentes representam resultados estatisticamente significativos pelo teste Tukey
a 5%, comparando-se entre os tratamentos de inoculagdo em cada concentracgao de Pb.
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Segundo PAIVA et al. (2000), em experimento com aplicacdes de doses
crescentes de 0, 49, 96, 192 e 288 umol L™ de acetato de chumbo (Pb(CH3COO),, pH
5,5, verificou-se que a menor dose aplicada (49 pmol L™) reduziu 32% a matéria seca
da parte aérea das mudas de cedro e 24% das mudas de ipé-roxo. Ja a maior dose
aplicada (288 pmol L™), reduziu 77% a matéria seca das mudas de cedro e 79% das
mudas de ipé-roxo.

No geral, as medidas de matéria seca das plantas do tratamento C/R foram
menores que as do tratamento S/R. Isso se evidenciou principalmente nos tecidos caule
e folha. Novamente o nitrogénio se mostra como um dos principais nutrientes a limitar o
crescimento e a produtividade dos vegetais (EVANS, 1989).

O indice de producdo relativa foi alto, demonstrando que o Pb afetou pouco a
producdo de matéria seca (Tabela 2). Os maiores indices foram obtidos nas doses 500 e
1000 pmol L™ dos tratamentos C/R 14 e 22 dias ap6s a aplicacdo de Pb e no tratamento
S/IR 27 dias apds a aplicacdo de Pb. A matéria verde produzida foi alta, ndo houve um
grande impacto do Pb no desenvolvimento das plantas, evidenciando a possibilidade de

uso do feijao-de-porco como planta fitoextratora.

Tabela 2 — indice de producéo relativa em plantas de feijdo-de-porco, expostas por 14,
22 e 27 ao chumbo.

Concentracéo (Pb) 14 dias 22 dias 27 dias
CIR SIR C/R SIR CIR SIR
umol L % % % % % %
250 97,95 87,46 99,76 92,11 100 93
500 100 97,2 100 91,53 97 100
1000 100 86,35 100 90,96 97 100

4.6 Métodos de Analise de Planta

Diante de dois métodos utilizados para analise de plantas, foi feito um teste com
amostras certificadas, que apresentavam teor de referéncia para o chumbo, a fim de
determinar o melhor procedimento analitico a ser utilizado. A tabela 3 mostra que o
método microondas apresenta os menores valores de porcentagem entre o teor de

referéncia e o teor observado, além de ser uma metodologia com melhor
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reprodutibilidade, ou seja, menor desvio padrdo entre as replicatas. Desta forma, optou-
se por empregar o método de digestdo usando aquecimento por microondas para

quantificar o teor de chumbo nas amostras de planta deste experimento.

Tabela 3 — Comparacdo entre os métodos de via seca e microondas em diferentes

materiais com valores de referencia para o Pb.

Métodos
Amostra Material Valor de referéncia (Pb) Via seca Microondas

Média Média Desvio Média Desvio

mg/kg mg/kg % * mg/kg % *
1 Folha de Carvalho 3,71 2,22 0,06 -40 359 0,01 -3
2 Graminea 1,19 0,88 0,07 -26 1,17 0,01 -1
3 Folha de Urtiga 1,16 091 009 -21 1,14 0,01 -2
4 Graminea 4,2 2,88 087 -31 4,04 0,06 -4
5 Crisantemos 1,38 1,21 0,12 -12 1,38 0,01 0
6 Alfafa 1,51 1,15 0,04 -24 1,49 0,01 -1
7 Milho 29 257 0,09 -11 288 001 -06
8 Graminea 1,17 0,99 0,04 -15 1,16 0,01 -0,8

* 9% da diferenca entre o valor de referéncia e o valor observado

4.7 Conteudo de Pb na raiz

No conteudo de Pb em raizes do tratamento S/R de plantas expostas por 14 dias
ao Pb observou-se aumento linear do conteddo de Pb em funcdo do aumento na
concentragdo de Pb na solucdo (figura 9-A). Ja o tratamento C/R de plantas expostas por
14 dias ao Pb observou-se aumento quadratico do conteido de Pb em funcdo do

aumento na concentragédo de Pb na solucéo (figura 9-B).
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Significativo a 1%.

No contetdo de Pb em raizes de plantas do tratamento S/R expostas por 22 dias
ao Pb observou-se aumento linear do conteddo de Pb em funcdo do aumento na
concentracdo de Pb na solucdo (figura 10-A). Ja o tratamento C/R de plantas expostas a
22 dias ao Pb observou-se aumento quadratico do conteldo de Pb em funcdo do
aumento na concentragéo de Pb na solucéo (figura 10-B).

O contetdo de Pb em raizes de plantas do tratamento S/R e C/R expostas por 27
dias ao Pb observou-se aumento quadratico do conteudo de Pb em funcdo do aumento

na concentracdo de Pb na solugdo (figuras 11-A e 11-B).
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Significativo a 1%.
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Nas raizes do tratamento S/R podemos observar que 14 e 22 dias apés a
aplicacdo de chumbo o teor de Pb nas plantas de feijao-de-porco foi aumentando
linearmente, contudo 27 dias ap6s a aplicacdo de chumbo o aumento no teor de Pb foi
quadratico.

Nas raizes do tratamento C/R podemos observar que 14 e 22 dias ap06s a
aplicacdo de chumbo, o teor de Pb nas plantas de feijdo-de-porco teve um aumento
quadratico, contudo 27 dias apds a aplicacdo de chumbo o teor de Pb comecou a
declinar a partir da dose 1000 pmol L™.

Alguns tratamentos apresentaram aumento linear e outros tratamentos aumento

quadratico, contudo, a tendéncia sera sempre quadratica porque o teor de chumbo na
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planta tera um apice e posterior queda. O feijdo-de-porco apresentou potencial de
fitoextrator pois mesmo na dose de 1000 pmol L™ ndo houve sintomas de
fitotoxicidade.

4.8 Conteudo de Pb na parte aérea

O conteudo de Pb na parte aérea apresentou aumento quadratico em funcéo do
aumento na concentracdo de Pb na solucdo em ambos os tratamentos das plantas
expostas por 14 dias ao Pb (figuras 12-A e 12-B).

No contetdo de Pb na parte aérea de plantas S/R expostas por 22 dias observou-
se aumento quadratico no teor de Pb em funcdo do aumento na concentragdo de Pb na
solugdo (figura 13-A). J& no tratatmento C/R observou-se aumento linear no teor de Pb
em funcdo do aumento na concentragéo de Pb na solugéo (figura 13-B).

Na figura 14-A, que apresenta o conteldo de Pb na parte aérea em plantas
expostas por 22 dias ao Pb observou-se aumento linear no teor de Pb em fungédo do
aumento na concentracdo de Pb na solucdo. Na figura 14-B, que apresenta o conteudo
de Pb em plantas expostas por 22 dias ao Pb do tratamento C/R observou-se aumento
quadrético no teor de Pb em funcdo do aumento na concentracdo de Pb na solugéo.

Observou-se na figura 14-B, que a partir da dose 1000 umol L™, o teor de Pb
comecou a estabilizar, sendo que quando as plantas de feijdo de porco estavam expostas
por 14 e 22 dias isso ndo estava ocorrendo, ao contrario, o teor de chumbo sé estava
aumentado. Se o experimento continuasse por mais dias, provavelmente o teor de
chumbo na parte aérea tendesse a diminuir pois a planta atingiria sua capacidade

méaxima de fitoextragéo.

34



>
N
o
|

=
(o)
|

y=-0,1*10"% + 0,0273x- 0,3118
r>=0,947*

o \ ‘ | ‘
0 250 500 750 1000
Concentracio de Pb (umol L'l)

Teor de Pb parte aérea (mg kg'])
0

=

50

40 - y=0,2*10"% + 0,0162x + 0,5382
r?=0,997*

0 w ‘ ‘ ‘
0 250 500 750 1000
Concentracio de Pb (umol L'])

Teor de Pb parte aérea (mg kg'l)
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Significativo a 5%, ** Significativo a 1%.
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Na parte aérea do tratamento S/R, podemos observar que, 14 e 22 dias ap6s a
aplicagcdo de chumbo o teor de Pb nas plantas, houve um aumento quadréatico, contudo
27 dias apds a aplicacdo de chumbo, o teor de Pb foi linear e aumentou quando
comparado com 14 e 22 dias apds a aplicacdo de Pb.

Ja na parte aérea do tratamento C/R, podemos observar que 14 dias ap6s a

aplicacdo de chumbo o teor de Pb nas plantas de feijdo-de-porco teve um aumento
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quadratico, 22 dias apds a aplicacdo de Pb o aumento foi linear e 27 dias ap6s a
aplicacdo de chumbo o teor de Pb comecou a declinar a partir da dose 1000 umol L™.

Segundo BHARTI & SINGH (1993) e KASTORI et al. (1998), as plantas que
crescem em solucdo nutritiva apresentam absorgdo positivamente correlacionada com a
dose de Pb aplicada. Essa correlacdo foi observada neste trabalho, pois, a medida que a
dose de Pb aumentou, a concentracdo nos tecidos também aumentou.

Em raiz, caule e folha de gergelim, o acimulo de Pb aumentou com as doses do
metal, que variaram de 10 a 2.000 pmol L™, mas esse actimulo foi consideravelmente
maior nas raizes que nas folhas das mudas, mostrando que ocorre baixa translocagdo do
metal para as folhas (BHARTI & SINGH, 1993).

ROMEIRO (2005) constatou que nas doses 200 e 400 umol L™ o Pb promoveu,
nas folhas mais velhas, clorose e posterior necrose, e, em alguns casos, a queda do
orgdo.

No presente trabalho, mesmo na dose mais alta (1000 pumol L™), ndo se
observaram sintomas de toxicidade, as folhas permaneceram com a mesma coloragé&o.

A medida que as doses de chumbo aumentavam, as raizes foram escurecendo,
engrossando e encurtando, confirmando resultados obtidos por diferentes autores
(KASTORI et al., 1998; PAIVA et al., 2000). Segundo KASTORI et al. (1998), esses
sintomas podem ocorrer pelo fato de o metal inibir a divisdo e a diferenciagdo celular
nas raizes. Esse confinamento nas raizes provoca distarbios fisiologicos, impedindo ou
dificultando o pleno desenvolvimento das plantas (PAIVA et al., 2000).

Experimento com Brassica albograta crescida em presenca de Pb, a maior parte
desse metal estava presente nas raizes (HORNG et al., 2002). WENZEL & JOCKWER
(1999), relatam haver forte habilidade das raizes em reter quantidades de Pb,
restringindo a translocagdo para a parte aérea. Em Picea abies, 0 teor de Pb nas raizes
foi cerca de dez vezes maior que no caule.

VERKLEIJ & PRAST (1989) dizem que as espécies tolerantes ao Pb acumulam
maiores concentragdes desse MP nas raizes, mostrando que essas plantas ndo evitam a
absorcdo do MP, mas limitam sua translocacéo para a parte aérea. Com feijdo-de-porco,
a parte aérea nao apresentou nenhum sintoma de fitotoxicidade.

Segundo KABATA-PENDIAS & PENDIAS (1992), o valor méaximo
considerado normal de concentracdo de Pb na parte aérea é de 20 mg kg™. Neste

experimento as quantidades de Pb na parte aérea nao ultrapassaram esse valor.
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O indice de translocacdo (IT) do Pb das plantas de feijao-de-porco foi
extremamente baixo, demonstrando que o Pb teve baixa mobilidade para a parte aérea
(tabela 4). Os maiores indices foram obtidos na dose 1000 umol L™ tratamento C/R 14
dias ap6s a aplicacdo de Pb, sequido das doses 250 e 1000 pmol L™ tratamento C/R 22
dias apos a aplicacéo de Pb.

A média do IT demonstrou que os tratamentos C/R obtiveram as maiores
porcentagens de translocacdo quando comparados com os tratamentos S/R. Esses dados
reforcam a hipoGtese de que, embora ndo tenha ocorrido nodulacdo, a aplicacdo de

rizébio possivelmente favoreceu a entrada e translocacdo do Pb na planta.

Tabela 4 — indice de translocacdo de Pb em plantas de feijao-de-porco, expostas por 14,
22 e 27 ao chumbo.

Concentracéo (Pb) 14 dias 22 dias 27 dias
C/R SIR CIR S/IR CIR SIR
umol L* % % % % % %
250 4,92 3,40 10,17 7,10 5,50 7,44
500 5,02 6,20 8,94 4,44 7,22 8,63
1000 10,74 5,43 9,57 3,35 7,28 5,27

4.9 Nitrogénio na parte aérea

No teor de nitrogénio na parte aérea do tratamento S/R de plantas expostas por
14 dias ao Pb observou-se diminui¢do linear no teor de nitrogénio em funcdo do
aumento na concentracdo de Pb na solucédo (figura 15-A). No tratamento C/R observou-
se que as plantas ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas em funcéo do
aumento na concentragédo de Pb na solugdo (figura 15-B).
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Figura 15 — Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de feijao-de-porco sem rizobio
(A) e com rizébio (B), submetidas a diferentes concentracdes de chumbo por 14 dias. **
Significativo a 1%. Letras iguais representam resultados estatisticamente nao
significativos pelo teste Tukey a 5%.

Na figura 16-A, que mostra o teor de nitrogénio na parte aérea do tratamento S/R

de plantas expostas por 22 dias ao Pb observou-se que as plantas ndo apresentaram
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diferencas estatisticas significativas em fungdo do aumento na concentragdo de Pb na
solugdo. No tratamento C/R observou-se diminuicdo linear no teor de nitrogénio nas

plantas em fung&o do aumento no teor de Pb na solucdo (figura 16-B).
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Figura 16 — Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de feijao-de-porco sem rizobio
(A) e com rizébio (B), submetidas a diferentes concentracdes de chumbo por 22 dias. **
Significativo a 1%. Letras iguais representam resultados estatisticamente néo
significativos pelo teste Tukey a 5%.
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No teor de nitrogénio em plantas expostas por 27 dias ao Pb observaram-se
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos em funcdo do aumento na
concentragdo de Pb na solucdo (figura 17-A). O tratamento S/R obteve as maiores

concentragdes de nitrogénio quando comparado com o tratamento C/R.
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Figura 17 — Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de feijao-de-porco, submetidas
a diferentes concentragdes de chumbo por 27 dias. Letras diferentes representam
resultados estatisticamente significativos pelo teste Tukey a 5%.

O tratamento S/R tinha maior teor de nitrogénio 14 dias apés a aplicacao de Pb
quando comparado com o tratamento C/R, o que era de se esperar porque o tratamento
S/R recebeu dose extra de nitrogénio e o tratamento C/R ndo nodulou. Contudo, o
tratamento C/R ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre as diferentes
doses de Pb aplicadas.

Alguns tratamentos ndo variaram significativamente em relagdo ao teor de
nitrogénio em funcdo do Pb aplicado, portanto pode ter ocorrido um efeito de
diluicdo/concentragdo do N na planta.

O nitrogénio tem sido considerado um dos principais nutrientes a limitar o
crescimento e a produtividade dos vegetais. Plantas cultivadas com quantidades

inadequadas de nitrogénio normalmente ndo expressam o seu potencial produtivo, visto
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que, sob tais condicbes, podem ocorrer reducdes significativas na taxa assimilatéria
liquida de CO, (EVANS, 1989).

Neste experimento era de se esperar que o tratamento C/R obtivesse maiores
concentragdes de nitrogénio que o tratamento S/R. Porém o fato do tratamento C/R ndo
ter apresentado nodulacdo das bactérias que foram inoculadas, fez com que ele tivesse a
metade da concentracdo de nitrogénio que o tratamento S/R, o qual recebeu dose extra
de nitrogénio. Para verificar se houve interacfes entre os tratamentos com e sem rizobio
e as diferentes concentragbes de Pb, a tabela 5, 6 e 7 mostram respectivamente a
significancia do teste F para as plantas de feijdo-de-porco nos dias 14, 22 e 27 ap0s a
aplicacdo de Pb.
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Tabela 5 — Teste F para diferentes variaveis obtidas em plantas de Canavalia ensiformis L. D.C, 14 dias apds a aplicacdo de Pb,

submetidas a diferentes concentracdes de chumbo sob temperatura e condi¢des fotoperiddicas naturais.

Rizobio (A) Pb (B) (umol L) Interacdes
Medidas sem (A1) com (A2) 0(B1) 250(B2) 500(B3) 1000(B4) AXB AXB1 AXB2 AXB3 AXB4 BXAl BxA2
Area foliar ** xx NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Matéria seca caule *x *x NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Teor dePbraiz NS NS ** *x *x ** NS NS NS NS NS NS NS
Teor de Pb aérea *% ** *% ** ** ** **% NS NS NS ** ** **
Teor de N *x ol NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

* 5% probabilidade ** 1% de probabilidade NS nao significativo

Tabela 6 — Teste F para diferentes variaveis obtidas em plantas de Canavalia ensiformis L. D.C, 22 dias apds a aplicacdo de Pb,

submetidas a diferentes concentracdes de chumbo sob temperatura e condi¢des fotoperiddicas naturais.

Rizobio (A) Pb (B) (umol L") Interacoes
Medidas sem (A1) com (A2) 0(Bl) 250(B2) 500(B3) 1000(B4) AXB AxBl AXB2 AXB3 AXB4 BXAl BxA2
Area foliar *x *x NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Matéria seca caule faled *x NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Teor de Pb raiz NS NS ** kel kel ol NS NS NS NS NS NS NS
Teor de Pb aérea *%* ** *%* ** ** ** NS ** ** ** ** ** **
Teor de N falad fola NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

* 5% probabilidade ** 1% de probabilidade NS ndo significativo



Tabela 7 — Teste F para diferentes variaveis obtidas em plantas de Canavalia ensiformis L. D.C, 27 dias apds a aplicacdo de Pb,

submetidas a diferentes concentracdes de chumbo sob temperatura e condi¢des fotoperiddicas naturais.

Rizobio (A) Pb (B) (umol L") Interacoes
Medidas sem (A1) com (A2) 0(B1) 250(B2) 500(B3)1000(B4) AXB AxBl AXB2 AXB3 AXB4 BXALl BxA2
Area foliar *k xx NS NS NS NS * *% NS *k *k NS NS
Matéria seca caule fale wx NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
Teor de Pb ralZ ** ** *x *% ** ** *x NS *x ** ** ** **
Teor de Pb aérea ** ** *% *% ** ** *% NS *% *%* *%* ** **
Teor de N kel fala NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

* 5% de probabilidade **1% de probabilidade NS néo significativo




5 CONSIDERACOES FINAIS

A maior concentragdo de Pb afetou principalmente as plantas dos tratamentos C/R, na
altura 14 dias apds a exposicdo ao chumbo, teor de Pb na raiz e na parte aérea 27 dias apos a
exposi¢ao ao chumbo.

A revegetacdo de locais contaminados com MPs requer, entre outros fatores, a
obtencdo de rizébios tolerantes aos niveis toxicos de MPs. A inibicdo da nodulacdo pode ser
explicada pelo fato de as bactérias do género Rizhobium, geralmente, diminuirem o pH do seu
meio, aumentando assim a disponibilidade e toxicidade dos metais. A menor tolerancia das
bactérias do género Rizhobium aos MPs em comparacdo as outras bactérias fixadoras de
nitrogénio é a falta de uma capsula polissacaridica ao redor das células, que retém os MPs
impedindo-os de serem absorvidos (MATSUDA et al., 2002). Segundo ANDRADE et al.
(2004), o nimero e a matéria seca de nddulos diminuiram significativamente com as doses
crescentes de chumbo no solo, em plantas de soja, até 600 mg kg ™ de Pb.

Nas plantas expostas ao Pb por 14 dias, verificou-se uma diminuicdo evidente do
crescimento das plantas C/R a partir da dose 500 pmol L™ J& as plantas S/R ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre as diferentes concentragdes de Pb. Ja
as plantas expostas ao Pb por 22 dias ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos S/R e C/R nas diferentes concentracGes de Pb.

PUNZ & SIEGHARDT (1993) relataram que houve murchamento das espécies
herbaceas utilizadas quando submetidas a altas concentracbes do metal Pb tendo atribuido o
fato a limitacdo de absorcdo de agua. Neste trabalho ndo se observaram sintomas de
fitotoxicidade como murchamento, queda de folhas, clorose e posterior necrose. O niumero de
folhas das plantas expostas ao Pb por 14, 22 e 27 dias ndo apresentou diferencas estatisticas
significativas entre as diferentes concentragOes de Pb.

O tratamento S/R apresentou as maiores medidas de aérea foliar 14, 22 e 27 dias ap0s
exposicao ao Pb quando comparado com o tratamento C/R. A matéria seca ndo foi afetada em
fungdo das doses crescentes de Pb, o indice de producdo relativa foi alto. O teor de Pb nas
plantas foi afetado principalmente na dose 1000 umol L™, o indice de translocago de Pb foi
baixo, evidenciando a baixa mobilidade do Pb na plantas de feijdo-de-porco. O teor de

nitrogénio nas plantas foi afetado em alguns tratamentos em funcéo da dose de Pb aplicada.
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O Pb causa inibicdo de atividades enzimaticas, distdrbios de nutricdo mineral, de
balanco hidrico, mudangas hormonais e alteracdes na permeabilidade da membrana celular.
Altas concentragcBes podem levar & morte celular (SERIGIN & IVANOV, 2001). A alta
concentragdo de Pb prejudicou o transporte de agua e nutrientes, diminuindo a disponibilidade
destes para a parte aérea em Ipomea aquatica e em espinafre (HORNG et al. 2002).

Neste experimento o Pb ndo limitou o desenvolvimento e crescimento das plantas

mostrando a eficiéncia do feijao-de-porco como planta fitoextratora.

6 CONCLUSOES
Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) A espécie Canavalia ensiformis (L.) D.C. (feijdo-de-porco) possui potencial
fitoextrator para 0 MP Pb.

b) O Pb, até as concentracBes estudadas neste experimento, ndo inibiu o desenvolvimento
fisiologico das plantas Canavalia ensiformis (L.) D.C.

¢) Mesmo na dose chumbo de 1000 pmol L™ a espécie Canavalia ensiformis (L.) D.C.
nédo apresentou sintomas de fitotoxicidade.

d) O método de digestdo com aquecimento por microondas foi mais preciso e exato que a

via seca para a quantificacdo de Pb em amostras de tecido vegetal.
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7 ANEXO
7.1 Anexo I — Composi¢do quimica da solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1939)

modificada.
Solucéo Estoque 1mol L’ Relac¢iao Solucio Estoque
Solucio Basica
Componentes Concentracio
gL mL.L"
Ca(NO3)2.4H,0 236,16 4,0
KNO3 101,10 6,0
MgSO,4.7H20 246,50 2,0
KH2PO4 5,28 1,0
KCI 71,70 6,0
CaCl2.2H0 147,02 50
EDDHA Fe (6%) 83,30 0,5
H3BO3 2,86 1,0
MnCl,.4H,0 1,81 1,0
ZnS04.7H20 0,22 1,0
CuS04.5H0 0,08 1,0
H2M004.H20 0,02 1,0
Pb(CH3sCO0),-3H,0 20,13

56



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

modificada sem adicdo de nitrogénio.

Solucéo Estoque 1mol L’

Relac¢ao Solucio Estoque

Solucio Basica

Componentes Concentracio
gL! mL.L"

MgSQO,4.7H20 246,50 2,0
KH2PO4 5,28 1,0
KCI 71,70 6,0
CaCl,.2H,0 147,02 5,0
EDDHA Fe (6%) 83,30 0,5
H3BO3 2,86 1,0
MnCl,.4H,0 1,81 1,0
ZnS04.7H0 0,22 1,0
CuS04.5H0 0,08 1,0
H2Mo004.H20 0,02 1,0
Pb(CH3C0O0)»3H,0 20,13
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