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Resumo

Dentre as tecnologias para remediacdo de solos contaminados, destaca-se a fitoextracdo. Uma etapa importante nesta
estratégia é a selecdo de plantas adequadas para areas que necessitam de recuperacdo. O objetivo deste trabalho foi ava-
liar o potencial fitoextrator de cobre (Cu) por plantas de sorgo (Sorghum bicolor), milheto (Pennisetum glaucum), crotaléria
(Crotalaria juncea) e feijao-de-porco (Canavalia ensiformis). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso e os trata-
mentos foram constituidos de quatro concentra¢des de Cu (0,8; 3,9; 19,7 e 98,4 pmol L) na solugdo nutritiva. Apés 30 dias
do inicio dos tratamentos, foram realizadas medidas de trocas gasosas em folhas completamente expandidas. Em seguida,
as plantas foram coletadas, separadas em parte aérea e sistema radicular para avaliacdo de crescimento e acimulo de Cu. O
tratamento com 98,4 ymol L' de Cu na solucdo nutritiva inibiu marcadamente o acimulo de massa seca da parte aérea das
raizes das plantas. A condutancia estomatica, transpiracao e assimilacdo de CO, nao foram alteradas até o tratamento com
19,7 umol L' de Cu. O teor e actimulo de Cu nas plantas foram proporcionais a adicdo do metal na solucdo nutritiva, porém,
foram muito mais elevados no sistema radicular do que na parte aérea. O acimulo preferencial de Cu nas raizes, embora
diminua o transporte para a parte aérea e contribua para a tolerdncia das plantas ao metal, é limitante para o emprego da
fitoextracdo. O feijdo-de-porco teve maior concentracdo, acimulo e transporte de Cu para a parte aérea, sendo uma espécie
com potencial para ser utilizada em programas de fitorremediacao de Cu.

Palavras-chave: descontaminacdo do solo, Canavalia ensiformis, Pennisetum glaucum, Sorghum bicolor, Crotalaria juncea.

Copper phytoextraction by different plant species grown in nutrient solution

Abstract

Among the technologies for remediation of contaminated soils, the phytoremediation is a feasible approach. The first
step towards to the implementation of this strategy is the selection of plants with potential to be used in areas that need
remediation. The aim of this study was to evaluate the potential for phytoextraction of copper (Cu) by sorghum (Sorghum
bicolor), pearl millet (Pennisetum glaucum), crotalaria (Crotalaria juncea) and jack beans (Canavalia ensiformis). The experi-
mental design was in randomized blocks, and treatments consisted of 0.8, 3.9, 19.7 and 98.4 pmol L™ of Cu in the nutrient
solution. Thirty days after the beginning of the treatments, the leaf gas exchange was measured in mature leaves. Then,
the plants were harvested, separated into shoot and root system for determining dry matter and Cu accumulation. The
treatment with 98.4 pmol L' of Cu markedly impaired shoot and root growth. Stomatal conductance, leaf transpiration
rate and net CO, assimilation were not affected until the treatment with 19.7 pmol L™ of Cu in the nutrient solution. Cu
content and accumulation in plant tissues were well related to the metal concentration in the nutrient solution, with higher
values in the roots than shoots. Although the preferential accumulation of Cu in the roots and reduced transport to the
shoot contribute to enhance plant tolerance to this metal, it limits the use for Cu phytoextraction. Jack bean had the great-
est Cu concentration, accumulation and transport of Cu to the shoot. Thus, this plant species has potential to be employed
in programs of Cu phytoremediation.

Key words: soil descontamination, Canavalia ensiformis, Pennisetum glaucum, Sorghum bicolor, Crotalaria juncea.
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1. INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um nutriente que atua como componente
de vdrias enzimas e coenzimas, participa da fotossintese,
respiracio e do metabolismo de nitrogénio e carboidra-
tos (FERNANDES e HeNrIQuUEs, 1991; YRruEeLa, 2009).
Entretanto, a presenca em altas concentragdes no solo
afeta negativamente o crescimento e a produtividade
das plantas (SoNMEZ et al., 20006), devido aos danos as
membranas celulares por meio da peroxidacio de lipidios
(BuENO e P1QUERAS, 2002), a0 comprometimento da ati-
vidade fotossintética (LaNARAS et al., 1993) e aos proces-
sos de absorc¢ao e assimilagio de nutrientes (LLORENS et
al., 2000; DEVRIESE et al., 2001). Em solos agricolas, um
dos principais fatores relacionados a0 aumento do teor de
Cu em niveis fitotdxicos € a utilizacdo intensiva de fungi-
cidas capricos (PIETRZAK € McPHAIL, 2004; MIRLEAN et
al., 2007). Este cendrio cria a necessidade de que sejam
disponibilizadas estratégias para a recuperagio desses lo-
cais, ou a minimizagio dos impactos ambientais oriundos
da contaminagio.

A utilizagao de plantas para a recuperagio de dreas
contaminadas, técnica conhecida como fitorremediagio,
tem se popularizado e surgido como alternativa vidvel,
uma vez que é considerada de baixo custo, promove a ma-
nutengio da fertilidade do solo, além de ter como princi-
pal fonte de energia a luz solar (RosiNson et al., 2003).
Dentro da fitorremediacio, a capacidade das plantas em
extrair os metais do solo e acumuld-los preferencialmente
na parte aérea, ¢ denominada fitoextragio (NASCIMENTO ¢
XING, 20006). Embora, a avaliagdo da tolerincia e a capaci-
dade de extragao de metais por diferentes espécies de plan-
tas tenham sido intensificadas (JiaNG et al., 2004; SiLva et
al., 2006; X1a e SHEN, 2007; WAaNG et al., 2009; SaNTOS
etal., 2010), ainda existe a necessidade de ampliar o con-
junto de espécies avaliadas para o emprego em programas
de fitorremediacio de Cu. Nesse contexto, devido & maior
facilidade de propagacio e cultivo, seria importante que
as plantas cultivadas em 4reas agricolas fossem avaliadas
quanto ao grau de tolerincia e como possiveis candidatas
3 fitoextragdo de metais pesados.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por obje-
tivo avaliar o potencial de fitoextracio de Cu por diferen-
tes espécies de plantas cultivadas em condi¢des de solugio
nutritiva.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacio
(modelo capela com cobertura e laterais de vidro, conten-
do janelas zenitais laterais e na cumeeira), localizada no
municipio de Campinas-SP, durante o verdo, com tempe-
raturas médias correspondentes a 37° (+ 3,0) e 15° (= 1,5)
para mdxima e minima, respectivamente. As espécies

utilizadas corresponderam ao milheto (Penniserum glau-
cum cv. BRS 1501), sorgo (Sorghum bicolor cv. Vassoura),
crotaldria (Crotalaria juncea cv. Juncea) e feijao-de-porco
(Canavalia ensiformis) e cada uma constituiu um experi-
mento independente.

As plantas foram submetidas as concentragées de
Cu na solugio nutritiva equivalentes 2 0,8; 3,9; 19,7 ¢
98,4 umol L', na forma de sulfato de cobre (Cu, 5O ,.5
H,0). O tratamento controle de Cu (0,8 pmol L~
de Cu) foi embasado na sugestio apresentada por
FurLant e Furrant (1988) para o cultivo de plantas
em solucdo nutritiva. As demais concentra¢oes foram
estabelecidas com o objetivo de verificar as respostas
destas plantas ao suprimento crescente do metal. A
solugdo nutritiva bdsica tinha a seguinte composicio,
em mmol L': 11, 4 N (11% como NH_*); 0,1 P; 2,2
K; 3,5 Ca; 0,9 Mg; 0,5 S; em pmol L*: 53,7 Fe; 7,1
Mn; 2,8 Zn; 20,4 B e 0,6 Mo (FurLani e FurLani,
1988). O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso, com trés repeticoes, totalizando 12 parcelas em
cada experimento. A parcela foi constituida por dois
recipientes pldsticos de 1,6 L de capacidade, contendo
duas plantas em cada um.

As plantulas foram obtidas a partir da germinacio das
sementes em bandejas pldsticas contendo uma mistura de
areia lavada e vermiculita na propor¢io de 2:1, com prévia
desinfecgio das sementes em solugao de hipoclorito de
sédio a 1% durante 5 minutos e posterior lavagem com
dgua corrente. Apds 10-12 dias da germinagio, ou quan-
do as plantulas estavam com dois pares de folhas, foram
transplantadas para solu¢ao nutritiva diluida a ¥ daquela
usada para o cultivo. Apés cinco dias de crescimento em
solugdo nutritiva diluida, substituiu-se por uma solugio
completa contendo as diferentes concentracoes de Cu.
Durante o manejo do experimento, a solugio nutritiva
foi renovada a cada 10 dias e o nivel inicial foi mantido
constante com a adigio didria de 4gua deionizada. O pH
foi ajustado para préximo de 5,0 e o meio de crescimento
radicular foi aerado constantemente com auxilio de um
compressor de ar.

Apés 30 dias de cultivo sob os tratamentos de Cu, as
plantas foram coletadas, separando-se a parte aérea (PA)
do sistema radicular (SR). Estas partes foram lavadas em
dgua deionizada e colocadas para secar em estufa a 70 °C
com circula¢io forgada de ar, por 72 horas. O material ve-
getal foi pesado para obtencio da massa seca (MS) da PA
e do SR, e moido em moinho tipo Willey. A concentragio
de Cu e demais elementos no tecido vegetal foi determi-
nada por espectrometria de emissao por plasma ICP-OES
ap6s digestdo nitroperclérica (BatagLia et al., 1983). A
partir do produto entre as concentragoes de Cu com a MS
da PA e do SR obteve-se 0 acimulo do metal nas plantas.
O transporte (%) de Cu para a PA foi calculado mediante
a relacdo entre a quantidade total de Cu acumulada na PA
e na planta inteira.
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No dia da coleta das plantas, das 9 as 11 h, em folhas
completamente expandidas, foi medida a assimilagio de
CO,( Ay, a condutincia estomdtica (g), a transpiragio
(E) e a concentragio intercelular de CO, (C), utilizando-
se um analisador portdtil de gases IRGA (Infra Red Gas
Analyser, Li-6400, Li-Cor inc., Lincoln, NE, USA). A
temperatura da cAmara de medida foi ajustada para aque-
la vigente dentro da casa de vegetagio no momento das
medidas (28 °C) e a densidade de fluxo de fétons fotos-
sinteticamente ativos foi ajustada em 1600 pmol m? s,
enquanto a diferenca de pressio de vapor entre a folha e o
ar permaneceu entre 1,0 e 1,5 kPa. Devido 2 insuficiéncia
de 4rea foliar da crotaldria, milheto e sorgo para preencher
a drea util da cAmara de medida (6 cm?), as trocas gasosas
nio foram realizadas no tratamento com 98,4 pmol L' de
Cu na solugio nutritiva.

Os resultados foram submetidos 4 andlise de variAncia
e, no caso de teste F significativo (p < 0,05), o efeito da
concentragio de Cu na solugio nutritiva para cada espécie
de planta foi avaliado utilizando-se o teste de Tukey a 5%.
A comparagio entre as espécies ou entre PA e SR dentro
do mesmo tratamento de Cu foi realizada com base na
média * erro-padrio (n = 3).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O actmulo de MS na PA por plantas de milheto e de
feijao-de-porco no tratamento com 19,7 wmol L' de Cu
na solu¢do nutritiva foi reduzido em 60% e 30% respec-
tivamente, em comparagio ao controle (0,8 wmol L' de
Cu) (Figura 1). Por outro lado, nas plantas de sorgo e
crotaldria, a reducio deste parimetro ocorreu somente
quando foram cultivadas na maior concentragao do metal
(98,4 umol L"). Nesse tratamento, o decréscimo na MS
em relagao ao controle correspondeu a 89% para crotald-
ria, 83% para o feijao-de-porco, 97% para sorgo ¢ 99%
no caso do milheto (Figura 1). A varia¢io no grau de redu-
¢do do crescimento dessas plantas confirmou a ocorréncia
de diferencas na tolerincia ao excesso de Cu (Kk et al.,
2006; X1a e SHEN, 2007), o que tem sido associada por
exemplo, ao nivel de atividade das enzimas que atuam na
desintoxicagao de radicais livres ( DEvI e Prassap, 1998;
L1 et al,, 2009) e na redugio da toxicidade do metal apds
quelagio por compostos orginicos e/ou compartimenta-
lizagio no vactolo (Harr, 2002; QiaN et al., 2005). O
efeito do Cu sobre o acimulo de MS do SR seguiu prati-
camente o mesmo padrio observado para a PA (Figura 1),
embora o Cu deva inibir de forma mais drastica o cresci-
mento das raizes (QIaN et al., 2005), levando a reducio
da relagao raiz:parte aérea. Entretanto, esse efeito nao foi
suportado nesta pesquisa, uma vez que nao houve maior
acumulo relativo de MS na PA em detrimento as raizes
com a adi¢ao de Cu na solucio nutritiva (dados nio mos-
trados). A redugio do crescimento radicular na presenga
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Figura 1. Massa seca da parte aérea ¢ do sistema radicular de
plantas de sorgo (a), milheto (b), crotaldria (c) e feijao-de-porco
(d) cultivadas em solugao nutritiva. Colunas com letras iguais para
mesma espécie e parte da planta nio diferem pelo teste de Tukey a
5%. As barras verticais indicam o erro-padrio da média (n = 3).
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de 98,4 pmol L' de Cu foi associada & ocorréncia de raizes
com colora¢do escurecida, o que tem sido descrito como
sintoma tipico da toxicidade por Cu (HEaLE e ORMROD,
1982; Mouraro et al., 2009).

O efeito prejudicial de altas concentragoes de Cu no
ambiente radicular sobre o crescimento das plantas tam-
bém tem sido relacionado ao comprometimento na ab-
sorcao e metabolismo de nutrientes (WEBER et al., 1991;
Lrorens et al., 2000). No presente estudo, correlagoes ne-
gativas entre os teores Cu com o Zn (r = -0,75; p = 0,020;
n=12) e Ca (r = -0,74; p = 0,023) foram obtidas na PA
do sorgo. Para o feijao-de-porco, o teor de Cu foi nega-
tivamente correlacionado com Ca (r = -0,70; p = 0,034;
n=12) ecom o Fe (r=-0,96; p < 0,0001; n = 12), o que
tem sido atribuido & competicao por sitios de absor¢ao na
superficie radicular (MARSCHNER, 1995). Desta maneira,
os sintomas tipicos da deficiéncia de Fe (clorose interner-
val nas folhas) no tratamento com 98,4 umol L' de Cu
resultou da diminui¢do na absor¢io e no transporte de Fe
para a PA e da concentragio de clorofila (PATSIKKA et al.,
2002). Por outro lado, Mouraro et al. (2009) nio verifi-
caram alteragio na concentragio de Ca e Fe, mas apenas
para a de Zn na PA de plantas de tremogo (Lupinus luteus
L.) submetidas a 0,1-50 pmol L'* de Cu na solu¢ao nutri-
tiva. X1a e SHEN (2007) observaram que as concentragoes
de 50 ¢ 100 pmol L de Cu reduziram os teores de Fe ¢
Zn na PA de tés espécies de Elshotzia (E. haichowensis, E.
cypriani e E. ciliata), enquanto que para os teores de Ca, o
efeito de excesso de Cu nao ocorreu para E.haichowensis.
Esses resultados, de certo modo, corroboram com aqueles
avaliados no presente estudo, em que o efeito do Cu sobre
a concentragio dos nutrientes na PA foi varidvel entre as
plantas testadas.

Os teores de Cu na PA e SR das plantas foram pro-
porcionais A concentragio do metal na solugio nutritiva,
tendo-se incrementos mais acentuados no SR do que na
PA (Figura 2). Por exemplo, na média das espécies, a
faixa de variagao no teor de Cu entre o tratamento con-
trole ¢ aquele com 19,7 umol L' de Cu correspondeu
a 15-30 mg kg na PA e 74617 mg kg no SR. A con-
centragio mais elevada de Cu no SR ¢ consistente com
resultados encontrados em outros estudos (WEBER et al.,
1991; JianG et al., 2004; Xia e SHEN, 2007), o que tem
sido relacionado ao baixo transporte do metal para a PA.
A reten¢ao de Cu nas rafzes é um mecanismo de tole-
rincia ao excesso do metal, ocorrendo, por exemplo, a
imobiliza¢do do metal na parede celular por carboidratos
extracelulares, e consequentemente, a reduzida presenca
de fons livres para transporte a PA (Lasar, 2002).

Em concordincia com os resultados de teor, o acimulo
de Cu no SR, principalmente nos tratamentos com 19,7
e 98,4 umol L' de Cu, foi muito mais elevado do que na
PA (Figura 3). O feijao-de-porco foi a planta mais eficien-
te na extragio de Cu, uma vez que tinha maior acimu-
lo do metal na PA, variando entre 744 e 1491 ug vaso’
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Figura 2. Teor de cobre (Cu) na parte aérea ¢ sistema radicular de
plantas de sorgo (a), milheto (b), crotaldria (c) e feijao-de-porco
(d) cultivadas em solugdo nutritiva. Colunas com letras iguais
para mesma espécic ¢ parte da planta nao diferem pelo teste de
Tukey a 5%. As barras verticais indicam o erro-padrio da média
(n = 3). nd = nio determinado.
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para os tratamentos de Cu na solu¢do nutritiva (Figura 3).
ANDRADE et al. (2010), trabalhando com a mesma espécie
em solo que recebeu quantidades crescentes de Cu, tam-
bém verificaram potencial fitoextrator. De acordo com os
autores, a habilidade do feijiao-de-porco em acumular o
Cu foi relacionada a produgio de fitoquelatinas no tecido
foliar, que reduzem a concentragio de metal livre no cito-
sol, limitando sua solubilidade e reatividade (Lasat, 2002;
Ovrmva et al., 2010). Uma caracteristica desejdvel das plan-
tas fitoextratoras é a capacidade de transporte do elemento
absorvido pelas raizes para a PA (JaBeeN et al., 2009), uma
vez que esta serd a parte preferencial e mais facilmente re-
movida da drea que estd sendo remediada. Nesse contexto,
exceto no tratamento com 0,8 umol L!de Cu, entre as
espécies estudadas foram observadas no feijao-de-porco as
maiores taxas de transporte do metal para a PA (Figura 4),
enquanto o sorgo caracterizou-se como a planta menos efi-
ciente neste processo (Figura 4), o que poderia limitar seu
emprego em programas de fitorremedia¢io com o uso da
fitoextragio. E importante destacar, também, que o milhe-
to proporcionou a redugio mais acentuada no transporte
de Cu para PA mediante a adi¢do do metal na solucio nu-
tritiva, enquanto para crotaldria e feijao-de-porco, ocorreu
em menor proporgio (Figura 4). A baixa taxa de transporte
do Cu para PA (entre 10 e 25%) também foi verificada
por SoAREs et al. (2000) ao trabalharem com duas espécies
de eucaliptos (Eucalyptus maculata e Eucalyptus urophylla),
submetidas a presenca de 0 a 192 pmol L' de Cu na solu-
Gao nutritiva. Deste modo, embora a maior retencio de Cu
nas rafzes e, consequentemente, menor transporte para a
PA seja um importante mecanismo de tolerincia das plan-
tas a concentragoes excessivas do metal, esse processo serd,
a0 mesmo tempo, um fator limitante para o emprego da
técnica da fitoextragio para a remediacio de 4reas contami-
nadas com Cu.

A A, g eE das espécies estudas foram similares ao
controle até o tratamento com 19,7 umol L de Cu na solu-
¢do nutritiva (Tabela 1). Em relagdo ao C, apenas no sorgo
foi detectada redugio deste parAmetro para esta mesma con-
centragio de Cu na solu¢do nutritiva. Entretanto, esse fato
ndo foi associado a diminui¢ao da g ou alteragio na 4.
A auséncia de variagio na A__, para o sorgo e para a crota-
l4ria foi condizente com pequena alteragio no crescimento
destas plantas quando submetidas s concentragées de Cu
na solu¢do nutritiva variando entre 0,8 ¢ 19,7 umol L. O
mesmo nio foi observado para o milheto e feijao-de-porco,
que tiveram o crescimento diminuido, embora a 4, no
tratamento 19,7 umol L' de Cu tenha sido semelhante ao
do controle (Figura 1). E possivel que a necessidade de re-
paro aos danos causados pela agdo téxica de metais, ocasio-
nando maior consumo de energia pelas plantas (degradagio
de carbono pela respiragio) (Prasap et al., 2001), tenha
contribuido para comprometer o crescimento. Embora, o
efeito do tratamento com 98,4 pmol L' de Cu sobre os pa-
rametros fotossintéticos nao tenha sido determinado para
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Figura 3. Acimulo de cobre (Cu) na parte aérea ¢ sistema radicular
de plantas de sorgo (a), milheto (b), crotaldria (c) e feijao-de-porco
(d) cultivadas em solugao nutritiva. Colunas com letras iguais para
mesma espécic e parte da planta nio diferem pelo teste de Tukey
a 5%. As barras verticais indicam o erro-padrio da média (n = 3).
nd = ndo determinado.
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Figura 4. Transporte de cobre para a parte aérea de plantas de
sorgo (a), milheto (b), crotaldria (c) e feijao-de-porco (d) cultivadas
em solug¢ao nutritiva. Colunas com letras iguais para mesma espécie
nio diferem pelo teste de Tukey a 5%. As barras verticais indicam o
erro-padrio da média (n = 3). nd = nao determinado.

milheto, sorgo e crotaldria devido 2 insuficiéncia de 4rea
foliar, decréscimos na Aoy 8o Ee C em relagio ao con-
trole foram observados para feijao-de-porco (Tabela 1). A
acgio prejudicial do excesso de Cu sobre a fotossintese tem
sido associada a redugio dos teores de clorofila (X1oNG et
al., 2006), ao comprometimento no transporte de elétrons
(YRUELA et al., 2000) e ao efeito inibitdrio sobre as enzimas
do ciclo de Calvin (Ouzounipou e ILias, 2005).

Tabela 1. Assimilagio de CO, (4,). condutincia estomdtica
(g), transpiragio (E) e concentragio intercelular (C) de CO, em
plantas de crotaldria, milheto, feijao-de-porco e sorgo cultivadas em
solugdo nutritiva com diferentes concentragoes de Cu

SIS Sorgo  Milheto Crotalaria OIS
de Cu de-porco
(uwmol L) Ao, (umol m?s™)
0,8 95a 18,0 a 16,2 a 11,7 a
3,9 88a 185a 203 a 10,6 ab
19,7 143 a 16,0 a 12,8 a 11,8 a
98,4 nd nd nd 39b
g. (mol m?s™)
0,8 0,10a 013a 0,54 a 0,31 a
39 0,10 a 0,14 a 0,49 a 0,23 ab
19,7 0,13 a 0,10 a 0,36 a 0,28 ab
98,4 nd nd nd 0,05b
E (mmol m2s7)
0,8 1,5a 1,87 a 387 a 3,7 a
39 1,5a 195a 4,36 a 3,1ab
19,7 19a 1,56 a 3,00 a 35a
98,4 nd nd nd 09b
C, (wmol mol™)
0,8 190 a 100 a 226 a 287 a
39 200 a 108 a 244 a 276 ab
19,7 156 b 79 a 196 a 278 ab
98,4 nd nd nd 244 b

Meédias seguidas por letras iguais na mesma coluna nio diferem pelo teste de Tukey a
5%. nd = nio determinado (4rea foliar insuficiente).

4. CONCLUSAO

O Cu foi acumulado preferencialmente no sistema radi-
cular e, portanto, translocado em baixa propor¢ao para a
parte aérea, o que embora seja considerada uma estratégia
das plantas para aumentar a tolerancia ao metal, serd limi-
tante para o emprego da fitoextragio. O maior potencial
de transporte do metal para a PA foi observado em feijao-
de-porco, 0 que em conjunto com a alta concentragio de
Cu na parte aérea e acimulo do metal, faz com que essa
espécie tenha potencial para ser utilizada em programas
de fitoextracio de Cu.
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