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HIRAKI, S. S. TOLERANCIA E POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Jatropha
curcas L. AOS METAIS NIQUEL E COBRE. 2016. 83 P. TESE (DOUTORADO) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Devido as atividades antropicas de mineracéo, descarte inadequado de residuos, e
uso exagerado de pesticidas quimicos, problemas de contaminagdo dos solos por metais pesados
tém sido cada vez mais registrados, ocupando areas agricolas que poderiam ser utilizadas por
culturas alimentares. Dentre as técnicas utilizadas para descontaminar areas poluidas por
metais, existe a fitorremediacao, que € uma técnica que utiliza plantas para extrair, ou reter 0s
metais do solo. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie que foi apontada em muitos
trabalhos como tolerante a solos de baixa fertilidade e com alta concentracdo de metais pesados,
e gracas a essas caracteristicas, poderia ser utilizada em programas de fitorremediacdo. No
entanto, os dados sobre crescimento, tolerancia, acimulo de metais e alteracbes na composicdo
mineral da espécie sdo escassos, necessitando que mais trabalhos sejam realizados a fim de
comprovar esse potencial. A fim de analisar o potencial da espécie J. curcas para uso em areas
contaminadas por niquel e cobre, foram realizados seis experimentos aplicando-se 0; 6,5; 13;
30; 70 e 100 mg de Ni Kg?, e 0; 17,5; 35; 60; 200 e 400 mg de Cu Kg* nas fases de germinagao,
desenvolvimento inicial e em plantas com dois anos de idade. Os resultados obtidos
demonstraram que J. curcas tem potencial para revegetar areas em processo de
descontaminacdo por niquel, por mostrar melhorias na germinagdo, além de apresentar
parametros de crescimento pouco afetados, apesar de ser notado um antagonismo a absorcao de
Mg, Cu e Zn, que poderiam levar & problemas em outras fases do desenvolvimento. A espécie
ndo € indicada para plantio em areas contaminadas por cobre, apresentando queda da
germinacdo, alta mortalidade na fase jovem e sintomas visuais de toxidez causados por esse
metal. Além das alteracGes no crescimento, a presenca de cobre pode reduzir a absorcdo de N,
P e Fe nutrientes essenciais ao desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Pinhdo-manso. Metais pesados. Composi¢do mineral.



HIRAKI, S. S. TOLERANCE AND PHYTOREMEDIATION POTENTIAL OF Jatropha
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ABSTRACT - Because the human activities of mining, inadequate waste disposal, and
exaggerated use of chemical pesticides, soil contamination problems from heavy metals have
been increasingly recorded, occupying agricultural land that could be used for food crops.
Among the techniques used to decontaminate areas polluted with metals, there is
phytoremediation, which is a technique that uses plants to extract or retain metals from soil.
The physic nut (Jatropha curcas L.) is a species that was identified in many studies as tolerant
of low soil fertility and high concentrations of heavy metals, and thanks to these characteristics,
could be used in phytoremediation programs. However, data on growth, tolerance,
accumulation of metals and changes in mineral composition of this kind are still scarce,
requiring that more studies be carried out to prove that potential. In order to analyze the potential
of J. curcas species for use in areas contaminated by nickel and copper, six experiments were
carried out by applying 0; 6.5; 13; 30; 70 and 100 mg Kg™* Ni, and 0; 17.5; 35; 60; 200 and 400
mg Kg? Cu phases germination and early development of plants with two years of age. The
results showed that J. curcas has potential for Revegetate areas for nickel decontamination
process, presents improvements on the germination and the growth parameters are little affected
despite being noticed a antagonism the absorption of Mg, Cu and Zn, which could lead to
problems in other stages of development. The species is not indicated for planting in copper
contaminated areas, showing a drop of germination, high mortality in young stage and visual
symptoms of toxicity caused by copper. In addition to the changes in growth, the presence of
copper may reduce the absorption of N, P and Fe nutrients essential to plant development.

Key words: Physic nut. Heavy metal. Mineral composition.
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INTRODUCAO

O aumento das atividades industriais e de mineracdo aliado ao uso inadequado de
fertilizantes e pesticidas tém contribuido para a contaminagdo do solo, cursos de agua e lencol
fredtico por metais pesados. A conceituacdo de metais pesados engloba aspectos ambientais e
toxicoldgicos, e dentro de uma contextualizacdo quimica, sdo considerados metais pesados
elementos metalicos que apresentam massa especifica elevada variando entre 3,5 e 7,0 g/cm® e
massa atomica superior a 23 (Lima; Mergon, 2011).

Uma determinada area é considerada contaminada se, entre outros fatores, as
concentracdes de elementos ou substancias de interesse ambiental estdo acima de um dado
limite denominado valor de intervencdo. Acima desse limite, ha um risco potencial de efeito
deletério sobre a salde humana, havendo necessidade de uma acdo imediata na area. Até
dezembro de 2013, o cadastro de locais contaminados no Estado de S&o Paulo apontou a
existéncia de 4.771 locais, sendo 760 com metais pesados (Cetesb, 2013).

A busca e o desenvolvimento de solugdes tecnoldgicas que atendam a legislacao
ambiental se fazem primordiais. Neste contexto, destaca-se a fitorremediacdo, que utiliza
plantas para remover os metais do solo acumulando-os nas raizes e parte aérea. E uma
tecnologia de baixo custo (Tandy et al., 2004) e o seu sucesso depende, do grau de contaminacgéo
do metal no solo, da capacidade das plantas em acumularem o metal na parte aérea e da
disponibilidade do metal no solo. Essa técnica possui outros beneficios como a manutencéo da
fertilidade do solo e a grande aceitagdo publica por ser uma tecnologia ‘verde’, além de ter a
luz solar como principal fonte de energia (Usepa, 2004).

Plantas das familias Brassicaceae, Asteraceae, Laminaceae e Euphorbiaceae, tém sido
identificadas com potencial para extracdo de metais do solo. Pertencente a esta Gltima, o pinhao-
manso (Jatropha curcas L.) tem sido divulgado como uma alternativa promissora para
fornecimento de matéria-prima para a fabricacdo de biocombustiveis, devido ao seu elevado
teor de 6leo na semente, e uma das caracteristicas apresentadas por esta espécie que também ¢
observada na mamoneira (Ricinus comunis L.), é seu crescimento em solos salinos e com a
presenca de metais pesados (Cortesdo,1956) o que indicaria um certo potencial dessas duas
euforbiaceas para fins de fitorremediagéo.

Sendo assim, J. curcas poderia ser utilizada em projetos para recuperagdo de areas
contaminadas por metais, agregando beneficios econdbmicos e ambientais, pois uma vez que

ndo se trata de uma cultura alimentar, os metais extraidos e armazenados na planta ndo seriam



transferidos a cadeia alimentar humana, e se, a médio e longo prazo, a produgdo de frutos for
satisfatoria, as sementes poderiam ser utilizadas comercialmente como matéria-prima, para
producdo de biocombustivel.

Alguns estudos indicaram que J. curcas, bem como outras espécies da mesma familia,
séo capazes de sobreviver em solos com grandes quantidades de metais. Kumar et al. (2008)
demonstraram que a espécie é capaz de crescer em solos com cromo, arsénio e zinco, e que
acréscimos com biofertilizantes, podem melhorar a capacidade de absorcao, diminuindo os
sintomas de toxidade na planta.

Ghavri e Singh (2010) relataram que J. curcas pode ser utilizada para a fitorremediagao
de areas contaminadas com ferro, pois além de exibirem crescimento vigoroso, as plantas séo
capazes de acumular o metal na parte aérea. Tal acimulo pode ser ainda maximizado, com o
acréscimo de matéria organica ao solo.

Chaves et al. (2010) concluiram que em solo arenoso, J. curcas é capaz de se
desenvolver com doses de cobre e zinco no solo de até 75 e 50 mg Kg, respectivamente, e que
0 maior acumulo desses metais deu-se nas partes aéreas, 0 que € uma caracteristica desejavel
para uma planta fitoextratora.

Mangkoedihardjo e Surahmaida (2008) verificaram que apesar de J. curcas ndo ser
acumuladora de chumbo e cadmio, a espécie pode ser utilizada para fins de fitorremediacéo
desde que as concentragdes iniciais desses metais ndo superem 50 mg Kg* de solo. Além disso,
0s autores estabeleceram doses letais medianas (LD-50) de 10 e 20 mg Kg* no solo, de cadmio
e chumbo, respectivamente, para a espécie.

Tendo em vista os argumentos mencionados em relacdo a grande perspectiva de
potencial fitorremediador da espécie, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de doses
crescentes de niquel e cobre sobre a germinacédo, crescimento e nutricdo mineral, da espécie
Jatropha curcas L. com a finalidade de caracteriza-la ou ndo para utilizacdo potencial em

programas de recuperacao de areas contaminadas por metais pesados.
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1.1  Caracteristicas botanicas, origem, ocorréncia e aspectos econdmicos da espécie

Jatropha curcas L.

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 317 géneros e 8000 espécies, distribuindo-se
principalmente nos tropicos e subtrépicos (Cronquist, 1981). Entre essas espécies, estd
Jatropha curcas L, conhecida popularmente como pinh&o-manso.

J. curcas é um arbusto de crescimento rapido, cuja altura varia de dois a cinco metros.
As folhas sdo deciduas, alternadas e subopostas com filotaxia em espiral, cada folha dista 105°
da proxima, os peciolos sdo longos e esverdeados, dos quais partem as nervuras divergentes, e
no final da época seca ou durante a estacdo fria, as folhas caem, em parte ou totalmente
(Saturnino et al., 2005). O didmetro caule é de aproximadamente 20 cm na fase adulta, possui
poucas ramificacdes, caule liso, de lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente;
floema com longos canais que se estendem até as raizes, nos quais circula o latex (Arruda et
al., 2004). As flores da espécie sdo pequenas, amarelo-esverdeadas e o fruto € uma capsula com
trés sementes escuras e lisas (Martins et al., 2008).

A semente do pinhdo-manso pesa de 0,48 a 0,72 g e fornece de 50 a 52% de 6leo quando
extraido com solventes, e 32 a 35% em caso de extracdo por trituracdo e aquecimento da
améndoa (Brasil, 1985). O género Jatropha apresenta polinizacdo entomofila, o que aumenta a
probabilidade de ocorréncia de variabilidade genética dentro das espécies (Saturnino et al.,
2005).

De acordo com a “Society for Rural Initiatives for Promotion of Herbals”, J. curcas, é
uma espécie originaria da América Central, com relatos de mais de 70 milh6es de anos atrés.
Peixoto (1973) julga que o pinhdo-manso seja oriundo da America do Sul, Brasil ou ainda das
Antilhas, e que foi introduzido em 1783, nas Ilhas do Arquipélago de Cabo Verde, alcangando
depois a Africa e a India, e posteriormente disseminada por todas as regides tropicais, e em
menor proporcdo, nas regides frias.

Heller (1996) alega que o pinh&o-manso originou-se no México e América Central, mas
que é cultivado em muitos outros paises latino americanos, africanos e asiaticos como cerca
viva e que foi um importante produto de exportacdo nas llhas de Cabo Verde durante a primeira
metade do século passado. Porém, esse mesmo autor relata que as informagdes sobre o pais de

sua origem ainda ndo séo totalmente claras, visto que varios trabalhos relatam origens diferentes
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da espécie e que apesar de diversos cientistas tentarem definir a origem de J. curcas, a sua fonte
continua bastante controversa.

Independente da origem, o pinhdo-manso é encontrado em varias regides intertropicais,
ocorrendo na América Central, india, Filipinas e Timor, até mesmo nas zonas temperadas. A
espécie ocorre praticamente em todas as regibes do Brasil, sempre de forma dispersa e
adaptando-se as mais diversas condigdes edafocliméticas, propagando-se, sobretudo, nos
estados do Nordeste, assim como em Goias e Minas Gerais e, de modo geral, crescendo nos
terrenos abandonados e ndo cultivados, ndo subsistindo, porém, nos locais de densa vegetacéo,
com a qual dificilmente consegue competir (Epamig, 2008).

J. curcas é uma planta com muitos atributos, multiplos usos e consideravel potencial,
em especial para prevencao e controle de erosdo do solo, recuperacdo do solo e como cerca viva
(Jongschaap et al., 2007). Tong et al. (2006) acrescentam que a espécie, também € utilizada na
producdo de sabdo, cosméticos, pesticidas e medicamentos anticancerigenos. Outros aspectos
positivos se referem a producdo de 6leo com a vantagem de armazenamento das sementes por
longos periodos de tempo, sem os inconvenientes da deterioracdo do 6leo por aumento da
acidez livre, como acontece com os frutos de dendé, por exemplo (Sluszz; Machado, 2006). J.
curcas apresenta uma grande vantagem em relacdo a outras culturas, pois, ela se adapta a
variadas condicfes externas, como por exemplo, solos salinos e contaminados por metais
pesados (Kumar et al., 2008).

O pinhdo-manso leva de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, que se estende
por 40 anos, e produz, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectare, o que reflete de forma
positiva para o cultivo da espécie (Cunha, 2009). Ha diversos relatos do uso do 6leo e sementes
de pinhdo-manso em lamparinas e candeeiros, por ser inodoro e ao ser queimado nédo produzir
fumaca (Saturnino et al., 2005).

Na medicina popular, aplica-se o latex da planta como cicatrizante, hemostatico e
purgante, as raizes sdo consideradas diuréticas e antileucémicas e as folhas sdo utilizadas para
combater doencas de pele. Sdo eficazes também contra o reumatismo e possuem alto poder
antisifilitico, porém, verificam-se casos de intoxicagdo pelas sementes, em criancas e adultos
guando ingeridas em excesso, 0 que pode ser perigoso e até fatal. Outras propriedades toxicas
do pinh&do-manso séo atribuidas a presenca de uma globulina, a curcasina, e tambem ao acido
jatropico, de toxicidade igual ou superior a ricinina (Arruda et al., 2004).

O pinhdo-manso é utilizado industrialmente no arquipélago de Cabo verde, em Angola,
Guiné, Mocambique, Antilhas Britanicas, Filipinas, México, Porto Rico, Venezuela e El

Salvador, sempre em consorcio com outras culturas (Peixoto, 1973). Porém, atualmente, a india
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vem se destacando nessa cultura. Segundo Saturnino et al. (2005), esse pais vem desenvolvendo
um grande programa de pesquisa com a espécie, entre outras oleaginosas, visando produc¢éo de
biodiesel. No Brasil, com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o surgimento de
grande demanda por Gleos vegetais, o pinhdo-manso foi divulgado como uma alternativa
promissora para fornecimento de matéria-prima. Esta escolha se baseia na expectativa de que a
planta tenha baixo custo de producgdo e seja resistente ao estresse hidrico, 0 que teria uma
vantagem significativa principalmente na regido semi-arida do pais (Beltrdo et al., 2007).
Porém, o incentivo ao plantio do pinhdo-manso em extensas areas causa grande apreensdo aos
técnicos envolvidos com a pesquisa agricola no Brasil, pois € uma cultura sobre a qual o

conhecimento cientifico ainda é extremamente limitado (Beltr&o et al., 2006).

1.2  Cobre: caracteristicas do elemento, fontes e niveis de poluicdo, sintomas de

fitotoxidez

O cobre (Cu) é um elemento amplamente distribuido na natureza presente em rochas,
solo, agua e ar. Os compostos de cobre podem ser usados na agricultura, no tratamento da agua
para controle de algas, na preservacdo de madeira, couro e tecido e como aditivo para alimentos,
sendo a forma mais utilizada o sulfato de cobre pentahidratado (Cetesb, 2012 a).

O cobre é abundante na natureza na forma de sulfetos, arsenitos, cloretos e carbonatos,
em concentragBes naturais que variam em torno de 24 a 55 mg Kg na crosta terrestre (Baker;
Senft, 1995). Esta naturalmente presente na atmosfera por dispersdo de particulas geologicas
pelo vento e das erupgdes vulcénicas. Pode ser encontrado em animais e plantas, em altas
concentra¢fes em animais filtradores, como ostras e mexilhdes. Também €é encontrado em
varios alimentos e bebidas (Cetesb, 2012 a).

No solo o cation Cu?* pode interagir com varios componentes minerais e organicos. O
cobre precipita-se com os anions sulfeto, carbonato e hidrdéxido, e é adsorvido facilmente a
Oxidos de Fe e Mn, ou hidroxidos amorfos de Fe e Al. Tais caracteristicas de interagdo, tornam
0 cobre pouco mdvel no solo (Kabata-Pendias; Pendias, 1992), mas em solos &cidos sua
biodisponibilidade pode ser aumentada (Redente; Richards, 1997).

As principais fontes antropogénicas de emissdo de cobre para o ambiente séo a
mineragdo e fundicéo, a queima de carvdo como fonte de energia e a incineragdo de residuos
municipais. Outras fontes podem ser o uso como agente antiaderente em pinturas, na agricultura

e excretas de animais e esgotos, porém essas fontes sao menos relevantes (Cetesb, 2012 a).
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No Estado de S&o Paulo tém-se como valores de referéncia de qualidade do cobre no
solo a quantia de até 35 mg Kg?, a partir de 60 mg Kg* os solos passam a ser monitorados pois
encontram-se dentro do chamado valor de prevencao, no qual a qualidade e as fungdes do solo
passam a ser comprometidas. Até o ano de 2013, eram considerados valores de intervencéo
concentragOes de cobre no solo superiores a 200 mg Kg* (Cetesh, 2005), mas a partir de
fevereiro de 2014, os valores de intervencdo para as areas agricola, residencial e industrial
passaram a ser de 760, 2.100 e 10.000 mg Kg?, respectivamente (S&o Paulo, Cetesb 2014).
Neste contexto, 0s solos com teores iguais ou superiores aos valores de intervencao, dentro de
cada area, passam a ser considerados contaminados e devem, obrigatoriamente, passar por
processos de reabilitacdo para que ndo causem danos a saude humana (Cetesb, 2012 a)

O cobre é um elemento essencial aos organismos vivos em pequenas quantidades,
entretanto, em quantidades acima das recomendadas em humanos causa asma, cdibras,
epilepsia, espasmos, psoriase, hipertensdo, deficiéncia imunoldgica, esquizofrenia e a doenga
de Wilson, que se caracteriza por degeneracao do figado e do cérebro. Em ovinos e bovinos, a
intoxicacdo por cobre seja via agua contaminada ou excesso desse metal na pastagem é relatada
em diversos trabalhos. A populacdo pode ser exposta ao metal por inalacdo, ingestdo de
alimentos e agua, ou contato dérmico, porém a principal via de exposicao para pessoas nao
expostas ocupacionalmente ao cobre, é a oral (Cetesb, 2012 a).

Nas plantas o cobre é um micronutriente essencial que desempenha um importante papel
nos processos fisiologicos redox. Varias proteinas contendo Cu desempenham papel
fundamental em processos tais como fotossintese, respiracdo, desintoxicacdo de radicais
superoxido e lignificacdo. Quando ha deficiéncia de cobre, as atividades de todas essas enzimas
ficam drasticamente reduzidas. O decréscimo do transporte fotossintético de elétrons, como
consequéncia especialmente dos menores teores da plastocianina, uma proteina contendo cobre,
diminui a taxa de fixacdo de CO2, de tal modo que o teor de amido e de carboidratos soltveis
(especialmente sacarose) € diminuido. Este é o principal fator que causa a reducdo da producéo
de matéria seca em plantas que sofrem deficiéncia deste elemento durante o crescimento
vegetativo (Kirkby; Rémheld, 2007).

Devido a pouca mobilidade do cobre no floema, na sua deficiéncia as folhas mais novas
apresentam 0s primeiros sintomas, indicando que a quantidade do nutriente translocada no
floema, ndo € suficiente para sustentar o desenvolvimento de novos tecidos (Sfredo; Borkert,
2004).

Laviola e Dias (2008) caracterizaram o cobre como o elemento presente em menor

quantidade no limbo foliar e em frutos maduros de J. curcas. Os valores encontrados em plantas
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adultas para o elemento foi de 11,71 pg folha e 27,15 pg fruto, com variagdes médias de 2,0
Hg em cada uma das partes citadas. Em plantas jovens de J. curcas, o cobre é o segundo
micronutriente que mais afeta a producdo de matéria seca, e quando omitido da solucédo
nutritiva, as plantas passam a apresentar engrossamento das nervuras e clorose internerval
(Silva et al., 2009). Além dessas caracteristicas, é relatado que quando deficientes em cobre,
diversas espécies apresentam reducdo no crescimento devido ao encurtamento dos internddios,
as folhas mais novas assumem a cor verde-acinzentada ou verde-azulada. Ja nas plantas que
apresentam sintomas de toxicidez aparecem pontos necréticos na borda dos foliolos das folhas
mais velhas, que progridem para as mais novas (Sfredo; Borkert, 2004).

O cobre em doses elevadas é considerado toxico ha muitas espécies. Em mudas de
girassol (Helianthus annuus L.) por exemplo, 0 excesso de cobre nos tecidos induziu estresse
via geracdo de espécies reativas de oxigénio, e por reduzir a atividade da catalase, ocasionou
na oxidacao da estrutura de diversas proteinas. O estresse causado pelo cobre leva a reducdo da
taxa de germinagédo por causar inibi¢do nas atividades da a-amilase e invertase, afetando dessa
forma além da mobilizacdo de reservas nutritivas, a absorcdo de agua nos tecidos (Sethy;
Ghosh, 2013).

Espécies como Typha dominguensis Pers. (Martins et al., 2007), R. comunis e H. annus
sdo capazes de retirar quantidades significativas de cobre no solo, chegando a extrair até 53 mg
Kg? do metal (Zeitouni, 2003).

1.3 Niquel: caracteristicas do elemento, fontes e niveis de polui¢do, sintomas de

fitotoxidez

O niquel (Ni) no estado puro é um metal prateado, razoavelmente duro, ductil e
maleavel. Apresenta um fraco brilho amarelado devido, em parte, a existéncia de uma camada
protetora de Oxido. Forma compostos inorganicos soltveis, como os hidroxidos, sulfatos,
cloretos e nitratos, e insoltveis, como os 6xidos e sulfetos. Também pode formar carbonila de
niguel, um composto organico volatil e incolor. O niquel é utilizado principalmente na
fabricacdo de ago inoxidavel, por ser um elemento resistente a agdo corrosiva de muitos acidos,
alcalis e sais, na galvanoplastia do crémio para conferir adesdo do cromio ao ferro e como
catalisador em algumas reacdes de hidrogenacdo, como na fabricagdo da margarina e manteiga
a partir de gorduras liquidas. Também é usado na producdo de ligas, baterias alcalinas, moedas,

pigmentos inorganicos, proteses clinicas e dentarias (Cetesb, 2012 b).
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O niquel esta naturalmente presente no solo e na &gua, geralmente como elemento traco,
além de ser um elemento requerido pelas plantas, mas ndo se conhece fungdo nos animais. Os
solos agricolas podem conter entre 3 e 1000 mg Kg* (Cetesb, 2012 b). Entretanto, a rapida
industrializacdo e urbanizacdo tém causado acumulacdo de niquel em ambientes onde ele ndo
estava presente naturalmente, causando sua transferéncia em toda a cadeia alimentar. Altas
concentragOes de niquel (superiores a 50 mg Kg™) causam problemas no crescimento da
maioria das espécies de plantas (Rahman; Mahmud, 2010) e a partir de 250 mg Kg™ causam
efeitos agudos em humanos (Cetesb, 2012 b).

A contaminacdo humana ao niquel pode ocorrer por inalagdo de ar, ingestdo de agua e
alimentos ou contato com a pele. Dentre os problemas de saude causados por esse metal estao
a dermatite de contato, dores estomacais, alteracdes sanguineas e renais, bronguite cronica,
diminuicdo da funcdo pulmonar e cancer nos pulmdes e seios nasais. As atividades mais
comuns que acarretam exposicdo ocupacional ao niquel sdo a mineragdo, a moagem e a
fundicdo dos minérios, a partir de sulfetos e oxidos, e a utilizacdo de produtos primarios de
niquel, tanto na producéo de aco inoxidavel e de ligas quanto em fundicdes (Cetesb, 2012 b).

No Estado de Sdo Paulo tém-se como valores de referéncia de qualidade do niquel no
solo a quantia de até 13 mg Kg™, a partir de 30 mg Kg* os solos passam a ser monitorados pois
encontram-se dentro do chamado valor de prevencao, no qual a qualidade e as fungdes do solo
passam a ser comprometidas. Até o ano de 2013, solos com teores acima de 70 mg Kg* eram
considerados contaminados para a area agricola (Cetesb, 2005), mas a partir de fevereiro de
2014 todos os valores de intervencdo foram alterados, considerando a partir de entdo, os niveis
de 190, 480 e 3.800 mg Kg*, como valores de intervencdo para as areas agricola, residencial e
industrial, respectivamente (S&o Paulo, Cetesb, 2014).

Presente em grande numero de plantas, o niquel foi descrito como componente da
enzima urease, despertando na comunidade cientifica o interesse acerca da sua funcdo em
plantas. A confirmac&o final de que o niquel & um nutriente essencial para as plantas veio a
partir do trabalho de Brown e seus colaboradores, os quais foram capazes de demonstrar que o
niquel é requerido para a viabilidade da cevada (Hordeum vulgare L.). Cultivando plantas de
cevada por trés geracdes em meio nutritivo sem niquel, as sementes produzidas apresentaram
concentragcdes extremamente baixas deste micronutriente, apresentando inviabilidade nos
parametros de germinacéo (Kirkby; Romheld, 2007), e na publicagdo de Marschner (1995), ele
foi incluido na lista dos micronutrientes de plantas.

Por ser requerido em baixissimas quantidades, a deficiéncia de niquel em plantas

cultivadas em solo ndo € observada, sendo relatada em apenas uma cultura, de arvores de noz
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pecan (Carya illinoensis (Wang.) K.) no sudeste dos Estados Unidos, as quais apresentaram
folhas pequenas em forma de concha (“orelha-de-rato”) e madeira quebradiga (Wood et al.,
2003).

Sintomas de deficiéncia de niquel dificilmente sdo detectados em plantas em condicbes
de campo, porém o efeito toxico deste elemento ja € conhecido hd muito tempo. Em trigo
(Triticum sp.), 2 mg Kg* na planta foram suficientes para inibir o crescimento das raizes, e
teores no solo a partir de 8 mg Kg* demonstraram tal toxicidade. Por outro lado, em plantas de
aveia (Avena sativa L.) cultivadas em solo com teor de 147 mg Kg*, ndo foi observado nenhum
sintoma de toxidez (REIS et al., 2014), demonstrando que a necessidade nutricional e as
respostas fisioldgicas, para as diferentes quantidades de niquel no solo apresentadas, variam
grandemente conforme a espécie estudada.

O niquel é reportado por ser toxico para a maioria das espécies de plantas e afeta a
atividade de proteases, amilases e ribonucleases, causando retardamento da germinagéo e no
crescimento da maioria das culturas. Ha& relatos de que este elemento afeta a digestdo e
mobilizacdo de reservas energéticas como proteinas e carboidratos na germinacao de sementes,
reduzindo a altura das plantas, comprimento das raizes, massas fresca e seca, teores de clorofila
e atividade da enzima anidrase carbdnica e aumentando o conteldo de malondialdeido (Sethy;
Ghosh, 2013).

O estresse causado pelo niquel afeta os pigmentos fotossintéticos, diminui a producéo e
causa o0 acimulo de Na*, K* e Ca* em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), e em Brassica nigra
(L.) Koch., o niquel aliado ao NaCl, aumentou os niveis de eletrélitos livres, a peroxidacéo de
lipideos, o contetido de H20>, a atividade de enzimas antioxidantes e o conteudo de prolina
(Sethy; Ghosh, 2013).

O niquel é um dos elementos mais toxicos para as plantas, sendo oito vezes mais tdxico
as plantas que o zinco outro micronutriente essencial. Todavia algumas plantas sdo tolerantes a
toxicidade do niquel e acumulam uma grande quantidade deste metal em suas raizes, sem
demonstrar efeitos adversos. Dentre os sintomas de toxicidez de niquel estdo a clorose, seguida
de necrose e escurecimento das folhas, morte de folhas jovens e depressdo das gemas apicais,
reducdo do crescimento e da absor¢cdo de outros elementos essenciais (Kaveriammal,
Subramani, 2015).
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1.4  Fitorremediacao

Na busca de alternativas para despoluir areas contaminadas, tem-se optado por solucdes
que englobam: eficiéncia na descontaminacdo, simplicidade na execucdo, pouco tempo
demandado pelo processo e baixo custo. Nesse contexto, cresce o interesse pela utilizacdo da
biorremediagdo, caracterizada como uma técnica que objetiva descontaminar solo e &gua por
meio da utilizacdo de organismos vivos, como microrganismos e plantas (Pires et al., 2003).

Dentro da biorremediacao insere-se a fitorremediacéo, que, segundo Accioly e Siqueira
(2000), envolve o emprego de plantas, sua microbiota associada e de amenizantes (corretivos,
fertilizantes, matéria organica, etc.) do solo, além de préaticas agronémicas que, se aplicadas em
conjunto, removem, imobilizam ou tornam os contaminantes inofensivos ao ecossistema.

O termo fitorremediacdo, do inglés phytoremediaton (phyto = vegetal + remediaton =
remediacdo) foi cunhado pelo Dr. LIkin, Raskyn, professor de biologia Rutgers University,
EUA, 1989 (Black, 1995) e desde entdo tém sido amplamente difundido pelo mundo.

Desde a década de 90, diversas pesquisas tiveram como foco a fitorremediacao,
notadamente nos EUA e Europa, onde existem indmeros grupos de pesquisa que se dedicam
exclusivamente ao estudo e divulgacdo da remediacdo por plantas e até algumas companhias
que a exploram com fins lucrativos (Santos et al., 2007).

A utilizacdo da fitorremediacdo tem sido estudada e difundida principalmente nos
Estados Unidos e na Europa, sendo que as proje¢6es anuais sao de que nos Estados Unidos 0s
gastos com fitorremediacéo, até 2005, foram de 100-200 milhdes de délares. No Estado de Sdo
Paulo, de acordo com o relatério de dezembro de 2013 elaborado pela CETESB das 2.674 areas
nas quais a remediacéo foi finalizada, em apenas trés foi utilizada a fitorremediacéo. Técnicas
de alto custo e de alto impacto ambiental, como a extracdo de vapores e remocdo de solo, sdo
ainda as técnicas mais utilizadas no Estado (Cetesb, 2013).

Quando comparada com técnicas tradicionais como bombeamento e tratamento, ou
remocdo fisica da camada contaminada, a fitorremediacdo tem sido considerada vantajosa,
principalmente por sua eficiéncia na descontaminagdo e pelo baixo custo. A pesquisa com
metais pesados tem sido a mais difundida, como é o caso de algumas espécies que ja tém sua
eficiéncia comprovada (Accioly; Siqueira, 2000).

Tendo em vista as condi¢Oes climéaticas mais favoraveis e a biodiversidade existente,
comparativamente as regides de clima temperado, o Brasil apresenta grande potencial de uso
dessa tecnologia. O Pais conta também com a flora mais diversificada do mundo, com niimero

superior a 55 mil espécies descritas, 0 que corresponde a 22% do total mundial (Brasil, 2002).
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Didaticamente a fitorremediacdo pode ser dividida em oito processos denominados de

Fitoextracdo, Fitoacumulacdo, Fitodegradacdo, Fitovolatilizacdo, Fitoestimulacéo,

Rizodegradacdo, Rizovolatizacdo e Rizoestabilizacdo, os quais ocorrem em funcdo das

carateristicas morfofisioldgicas de cada espécie vegetal (Tabela 1).

Tabela 1 - Mecanismos biologicos de fitorremediag&o.

MECANISMO

DESCRICAO DO PROCESSO

Fitoextracdo

Fitoacumulacao

Fitodegradacéo

Fitovolatizacédo

Fitoestimulacao

Rizodegradacéo

Rizovolatilizacdo

Rizoestabilizacédo

Absorcéo do contaminante no ambiente pela espécie vegetal.

Armazenamento do contaminante nas raizes ou outros 6rgdos, sem
modificacdo nas moléculas do xenobi6tico (aprisionado). Ocorre apds
a fitoextracao.

Bioconversdo contaminante em forma menos toxicas ou ndo toxicas
nas raizes ou outros Orgdos dos vegetais; em alguns casos a
transformacéo ocorre de forma intensa, resultando na mineralizacédo
do xenobidtico. Ocorre ap6s a fitoextracdo, ou mesmo apds a
fitoacumulacéo.

Volatilizagdo de um contaminante fitotransformado a uma forma
volatil, a qual é liberada na atmosfera. Ocorre ap0s a fitoextracao ou
mesmo apos a fitoacumulacéo.

Estimulacdo a concentracdo, ativacdo de comunidade microbiana apta
a biodegradar o contaminante, resultado da producdo e liberacdo de
exsudatos radiculares pela espécie vegetal.

Biodegradacdo do contaminante pela comunidade microbiana
associada a rizosfera da espécie vegetal. Normalmente ocorre ap6s a
Fitoestimulacao.

Volatilizacdo do meio contaminante rizotransformado a uma forma
volatil, a qual é liberada na atmosfera.

Imobilizacdo, lignificacdo ou humificacdo do contaminante na
rizosfera da espécie vegetal, ficando o contaminante inativo no solo,
mesmo que preservando sua integridade molecular.

Fonte: Embrapa, 2012,

Algumas plantas superiores desenvolveram estratégias de tolerancia a metais pesados

que lhes permitem sobreviver e se reproduzir em solos altamente contaminados. Um nimero

muito reduzido de angiospermas, aproximadamente 2%, sdo consideradas metaldfitas absolutas

e sao acumuladoras de metais pesados apenas em substratos enriquecidos (Baker et al., 2000).

Todas as metalofitas podem ser potencialmente utilizadas na recuperacdo ou

fitoextracdo de areas contaminadas por metais, entretanto tais espécies tém limitada distribuicdo

geografica e sdo consideradas raras e vulneraveis devido a sua ocorréncia limitada (Bhatia et

al., 2005).
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Apesar do grande potencial desta técnica ha algumas desvantagens: o longo tempo para
que ocorra uma remediacdo em nivel aceitavel (Baird, 2001), pois até mesmo plantas
hiperacumuladoras levam periodos longos de cultivos continuos para descontaminar uma area,
ja que a maioria das plantas fitorremediadoras possuem baixa penetracdo radicular, pouca
producéo de biomassa e desenvolvimento lento (Garbisu; Aljorta, 2001). Outras limitagOes da
técnica incluem a possibilidade de contaminacéo de outros niveis tréficos da cadeia alimentar,

e a problematica da disposicao da biomassa contaminada pés-cultivo (Zetouni, 2003).
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CAPITULO 2: TOLERANCIA E EXTRACAO DE NIQUEL PELO PINHAO-MANSO
EM LATOSSOLO CONTAMINADO

Resumo — O pinh&o-manso tem sido apontado em alguns estudos por sua tolerancia a solos
contaminados, devido ao seu habito natural de crescer em areas com baixa fertilidade e altas
concentracdes de metais. Nesse sentido, foram realizados trés experimentos a fim de demonstrar
qual é a dose méxima de niquel tolerada pela planta para poder caracteriza-la ou ndo como
acumuladora deste metal, e verificar a possibilidade de sua utilizagdo em projetos de
fitorremediacdo de areas contaminadas. Os ensaios foram realizados em condicdo de cultivo
protegido, com a aplicacédo de solucédo de sulfato de niquel nas doses 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100
mg de Ni Kg™sobre sementes, plantas jovens e adultas de Jatropha curcas L. A espécie é capaz
de absorver e acumular niquel, principalmente nas raizes, entretanto transloca baixa quantidade
de niquel para a parte aérea, e acumula até 88,5 mg de Ni Kg* de matéria seca, e por isso néo
pode ser considerada fitoextratora, nem hiperacumuladora. J. curcas € tolerante ao niquel uma
vez que na fase adulta ndo exibe reducéo de crescimento nem sintomas visuais de toxidez por
este elemento em latossolo com teores considerados toxicos, podendo desta forma ser utilizada

para revegetar areas em processo de despoluicéo.

Termos para indexacdo: Jatropha curcas L.; metal pesado; polui¢éo do solo.

TOLERANCE AND EXTRACTION OF NICKEL BY PHYSIC NUT ON
CONTAMINED OXISOL

Abstract - The physic nut has been suggested in some studies for its tolerance to contaminated
soils, because of their natural habit of growing in areas with low fertility and high
concentrations of metals. In this sense, we proposed three experiments to demonstrate what the
maximum dose is tolerated by the nickel plant in order to characterize it or not as accumulating
this metal, and check the possibility of their use in phytoremediation projects of contaminated
areas. The studies were performed in greenhouse condition, with the nickel sulphate solution
application at doses 0; 6.5; 13; 30; 70 and 100 mg Kg* on seeds, seedlings and adult Jatropha
curcas. The species is able to absorb and accumulate nickel, particularly in roots, however it
translocates low amount of nickel to the shoot, and stacks up to 88.5 mg Ni Kg* of dry matter
and therefore can not be considered phytoextractor, or hyperaccumulator. J. curcas is tolerant

nickel once in adulthood shows no growth reduction or visual symptoms of toxicity by this
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element oxisol at levels considered toxic and can thus be used to revegetate areas

decontamination process.

Index terms: Jatropha curcas L.; heavy metal; soil poluion.

INTRODUCAO

O niquel (Ni) é um metal de transicdo considerado metal pesado (Wuana & Okiemen,
2011), e também ¢ classificado como essencial as plantas, devido a sua participa¢do na enzima
urease (Brown et al., 1987), além de promover, em baixas concentracdes, beneficios ao
crescimento das plantas (Rahman et al., 2005). Sintomas visuais de deficiéncia deste elemento
foram relatados em algumas poucas culturas perenes, apos alguns ciclos de cultivo ininterruptos
em experimentos controlados (Wood et al., 2004; Malavolta & Moraes, 2007) ou em
experimentos em solucdo nutritiva na auséncia total do elemento (Brown et al., 1987). Por outro
lado, os relatos sobre seus sintomas de toxidez em plantas sdo muito mais abundantes (Serengin
& Kozhevnikova, 2006; Malavolta & Moraes, 2007).

Naturalmente, o Ni presente no solo é encontrado em baixas concentragdes, com teores
médios que variam grandemente entre 4 a 2.000 mg Kg* dependendo da origem do solo
(Kabata-Pendias & Pendias, 2011), mas podem ser drasticamente alterados devido as agdes
antropicas de mineracdo, fabricacdo de ligas metalicas, utilizacdo de biossélidos na agricultura,
descarte inadequado de residuos eletrdnicos e queima de residuos domésticos e de combustiveis
fosseis (Wuana & Okieien, 2011). De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental Norte
Americana, o Ni é considerado potencialmente toxico as plantas em doses a partir de 38 mg
Kg™ no solo (Usepa, 2007), e por tratar-se de um elemento altamente movel na planta, poderia
ser translocado facilmente por diferentes 6rgaos, ser ingerido por animais e ser bioacumulado
nos demais niveis tréficos da cadeia alimentar causando problemas de intoxicacdo. Nesse
sentido, € importante que tecnologias de baixo custo e de facil aplicacdo, que propiciem a
remoc¢do ou contencdo deste metal do solo, sejam pesquisadas, para que as areas cultivaveis
mantenham-se dentro dos valores limites aceitaveis pelos 6rgédos reguladores ambientais.

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie da familia Euphorbiaceae, que é
utilizada economicamente para a exploracao de 6leo de suas sementes e que também tem sido
apontada por diversos autores como tolerante & solos com alta concentragdo de metais (Kumar
et al., 2008; Mangkoedihardjo & Surahmaida, 2008; Ghavri & Singh, 2010), o0 que nos leva a
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crer que a espécie poderia ser utilizada com sucesso para fins de contencdo ou descontaminacao
de &reas com elevada concentragdo de Ni. Entretanto, ainda se faz necessario estudos que
correlacionem qual a quantidade maxima do metal tolerada pela espécie, qual o principal érgédo
de reserva, e quanto a espécie é capaz de extrair durante seu desenvolvimento.

Nesse sentido, foi realizado um estudo em condigdo de cultivo protegido, com a
finalidade de avaliar o desempenho de J. curcas, em diferentes fases do desenvolvimento, sob
doses elevadas de Ni no solo a fim de poder realizar sua caracterizacdo como especie

fitoremediadora para este metal.

MATERIAL E METODOS

Tratamentos e delineamento experimental

Foram desenvolvidos trés experimentos simultaneos com a espécie J. curcas, para
analisar os efeitos do niquel nas fases de germinacéo, crescimento inicial (plantas jovens com
8 meses apoOs a semeadura) e na fase adulta (plantas com dois anos e seis meses de idade)
durante o ano de 2013, que simulavam contaminacdes periddicas por Ni no solo, em uma forma
prontamente absorvivel pela planta.

No primeiro experimento, sementes provenientes de frutos secos de J. curcas foram
embebidas por 24 horas em solu¢édo de sulfato de niquel nas doses 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100 mg
de Ni dme dispostas em bandejas contendo areia lavada, onde foram mantidas por 35 dias. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com oito blocos de 25
sementes cada.

No segundo experimento, mudas de J. curcas, com com 30 dias apds a germinacao,
medindo cerca de 10 cm de altura e contendo de 2 a 3 folhas verdadeiras completamente
expandidas foram transplantadas para sacos plasticos, com capacidade para 4 Kgde solo. Vinte
dias apds o transplante, foram iniciados os tratamentos, os quais foram estabelecidos por meio
da aplicacdo de sulfato de niquel ao solo nas doses totais de 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100 mg de Ni
Kg*de solo. A aplicagéo foi realizada em trés parcelamentos mensais de maio a julho de 2013,
e a dose estabelecida em cada tratamento apds pesagem, foi diluida em um litro de agua a fim
de facilitar a aplicagdo e a homogeneizacdo ao solo de cultivo. As plantas foram mantidas por
oito meses neste solo. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com

10 repeticdes de duas plantas cada.
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No terceiro experimento, foram analisados os efeitos das doses 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100
mg de Ni Kg de solo, sobre plantas adultas de J. curcas com dois anos e seis meses de idade.
Antes do inicio dos tratamentos, as plantas foram podadas, mantendo-se apenas dois ramos
principais, com 60 cm de altura. Estas plantas foram entdo transplantadas para vasos com
capacidade para 20 Kg de solo. Trinta dias apds o transplante, a aplicagdo dos tratamentos foi
iniciada, por meio de sulfato de niquel nas doses citadas, solubilizado em agua ap6s pesagem
dos respectivos tratamentos. As doses foram parceladas em trés vezes, com intervalos de 30
dias entre cada aplicacdo de maio a julho de 2013. As plantas foram mantidas até o0 més de
dezembro neste solo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco

repeticdes, de duas plantas cada.
Solo utilizado e condigdes experimentais

Os experimentos foram realizados na UNESP/ Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira
— Campus II (20° 25 9,4” S e 51° 20’ 23” W), 380 metros de altitude, em casa de vegetacao
tipo pad fan com 100 m?, e 5 m de altura, produzida em aco galvanizado e revestida por placas
de policarbonato com espessura de 1,2 cm. As temperaturas minimas e maximas (noturna/
diurna) variaram entre 15 e 30°C durante o periodo experimental.

O solo utilizado no segundo e terceiro experimentos foi um Latossolo Vermelho
Distroférrico, de textura franco-argilosa, coletado na camada de 0 — 20 cm de profundidade com
as seguintes caracteristicas quimicas: P-resina 92,7 mg dm3; matéria orgénica 6,5 g dm™; pH
(CaCly) 5,2; K 0,38 mmol.dm®; Ca 40,8 mmol.dm=; Mg 4,8 mmol.dm3; H+Al 18,54
mmolcdm=3; Al 0,47 mmolcdm™3; Cu 0,7 mgdm3; Fe 12,5 mg dm=; Mn 10,5 mgdm=; Zn 1,7mg
dme Ni 0,01 mg dm=, ao qual foi adicionado 295,5 g m de calcario dolomitico PRNT 90%,
e apos 30 dias de incubagc&o, foi adicionado 830 g m de super fosfato simples, e 650 g m= de

cloreto de potassio.

Analise dos parametros de crescimento

No primeiro experimento a germinacgao foi analisada diariamente entre o 5° e 35° dia
apos a semeadura, considerando como germinadas, plantulas cujo epicotilo emergiu acima do
nivel do substrato. Ao final dos 35 dias foi calculada a porcentagem de germinagéo e o indice
de velocidade de emergéncia (IVE) através da formula: IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn.
Onde: E1, E2,... En corresponde ao nimero de plantulas emergidas na primeira contagem, na

segunda contagem e assim sucessivamente até a Ultima contagem, e N1, N2,... Nn refere-se ao
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namero de dias apos a semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem (Maguire, 1962). As
plantulas foram coletadas, lavadas em agua corrente, e aferidas quanto a altura e a massa seca.

No segundo experimento, apds oito meses de cultivo foram obtidos dados de altura,
diametro em nivel do solo, nimero de folhas completamente expandidas e indice SPAD
(Minolta, modelo SPAD-502) atraves da média de trés folhas da por¢do mediana da planta. Ao
final do periodo experimental foram obtidas as massas fresca e seca das folhas, caule e raizes
das plantas.

Nas plantas adultas, ao final de oito meses foram analisados o didametro do caule em
nivel do solo, o indice SPAD atraves da média de trés folhas adultas da por¢do mediana da
planta e as massas fresca e seca total, bem como das folhas, caule e raizes.

Para determinacdo das massas secas, 0 material vegetal coletado, foi lavado em agua
corrente, separado em raiz, caule e folhas, acondicionado em sacos de papel e levado a estufa

com circulagdo forcada de ar a 70°C, até massa constante.

Analise quimica dos tecidos vegetais

Para analise quimica de Ni e magnésio (Mg) 250 mg do material vegetal seco e moido,
passado por peneira com malha de 20 mesh, foi misturado a 6 mL de &cido nitrico perclérico
(HNO3z e HCIOg4) na proporgdo de 2:1 (v/v), digerido em bloco digestor aberto a 210 °C por
cerca de duas horas, até que o material se tornasse incolor. Apos resfriamento, o volume foi
completado com agua deionizada para 25 mL e em seguida analisado por espectrometria de
absorcéo atbmica, em equipamento da marca Varian modelo 55B, com base em uma curva
analitica para cada um dos elementos (Malavolta et al., 1997). Para analise do nitrogénio (N)
foi utilizado o método descrito em AOAC (2000).

Andlise quimica do solo

Apbs o cultivo, o solo utilizado nos experimentos foi seco ao ar, triturado e peneirado
em malha de 2mm. Para extracdo do Ni, 10g de solo foram misturados a 20 mL da solucédo
extratora pH 3,0, agitado por duas horas em mesa agitadora a 220 rpm, e filtrado em papel de
filtro quantitativo faixa azul de gramatura 85 g m e 2,0 micras de porosidade. Para preparo da
solucdo  extratora 14,929 de triethanolamina  (TEA), 1979 de 4cido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA) e 1,47g de cloreto de célcio (CaCl..2H20) foram
homogeneizados e o volume foi completado para 1 litro com agua deionizada, ajustando-se o
pH para 3,0 com &cido cloridrico (HCI) 0,1M. O filtrado foi analisado quimicamente por
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espectrometria de absorcdo atdbmica em equipamento da marca Varian, modelo 55B, e
comparado & uma curva padrdo do elemento (Raij et al., 2001).

Analise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F em nivel de 5%
de probabilidade e os resultados significativos foram analisados por meio de regressao linear e
quadratica também em nivel de 5% de probabilidade, a fim de se detectar as tendéncias de
crescimento e absorcdo de minerais em funcdo das doses de niquel aplicadas. Os teores de Ni
aplicados foram correlacionados através da andlise de correlagcdo Pearson em nivel de 5% de
probabilidade, aos teores encontrados no solo e nas diferentes partes da planta ao final do
periodo experimental (Ferreira, 2011). Os resultados cujos coeficientes de variacdo (CV) foram
superiores a 30% foram transformados para Vx a fim de manter a homogeneidade das variancias

e permitir a analise paramétrica dos dados (Pimentel-Gomes, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo das doses crescentes de Ni alteraram os caracteres de crescimento na fase
de germinacdo (Figura 1) e desenvolvimento inicial de J. curcas, mas ndo mudificou os
parametros de crescimento da planta adulta (Tabela 1), o que demonstra maior toleréncia da
espécie a esse metal nesta fase de desenvolvimento. A quantidade de metais tolerada por uma
planta € uma caracteristica intrinseca a cada espécie e pode variar conforme a fase de
desenvolvimento na qual ela se encontra e também variar quanto ao 6rgdo acumulador (Ernst,
2006) o que explica as mudancas encontradas no presente estudo.

Na germinacdo, a embebicdo das sementes com doses crescentes de Ni causou
alteracbes em todos os parametros avaliados. A porcentagem de germinagdo e o indice de
velocidade de emergéncia aumentaram linearmente em funcdo das doses aplicadas. A altura e
a massa média das plantulas ajustaram-se a modelos de regressdo quadraticos (Figura 1)
obtendo-se os valores maximos nas doses 66,87 e 56,54 mg de Ni dm, respectivamente, com
base nas equacdes de regressdes obtidas, demonstrado que até a dose maxima de 66,87 mg dm"
30 Ni beneficia a espécie, e que doses acima das mencionadas acarretam em toxicidade as
sementes de J. curcas reduzindo os dois parametros analisados. A aplicagdo de quantidades
moderadas de sais contendo Ni sobre as sementes podem auxiliar a germinagdo (Brown et al.,

1987; Ahamad et al., 2009) devido ao aumento da atividade de enzimas como amilase, proteases
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e fosfatase &cida permitindo maior mobilizagdo das reservas presentes nas sementes para o
desenvolvimento inicial da plantula. Por outro lado, quando excede-se as quantidades maximas
toleradas pela espécie, as mesmas enzimas passam a ter suas atividades reduzidas, e por
consequéncia observa-se reducdo nos parametros de crescimento inicial. Além disso,
quantidades excessivas de Ni podem promover aumento nos niveis de estresse oxidativo
(Maheshwari & Dubey, 2009) induzido pelo aumento nas atividades de enzimas como a
superdxido dismutase e ascorbato peroxidase (Thakur & Sharma, 2015) afetando a germinacgéo
e o desenvolvimento inicial, conforme relatado em Raphanus sativus L. (Yadav et al., 2009) e

em Arachis hypogaea L. (Kaveriammal & Subramani, 2015).

50

° . @) 3 32 ° (®)
e M = e *
S e >3 e
18 30 ........... g 215 ...........
g * T g 2e e
£ 20 | e o y =0,2879x + 14,469 o 15 | e ° y =0,027x + 0,9652
8 (oo @ R2=0,6263** ERERT R?=0,6961**
10 2
° § 0,5 °
0 2 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Niquel (mg dm3) Niguel (mg dm-)
10 18 d
.......... C
N AT © 6 | e, @
. 8 | 7 e o« el . 14 PRt o T, °
=) . vee
§ 6 .-® E ié o @
« e y =-0,0012x2 + 0,1357x + 5,5079 S g4
g 4 R2=0,6261%* 2 y = -0,0015x2 + 0,2006x + 8,9457
s < 6 R? = 0,9079**
2 4
0 2
0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Niquel (mg dm3) Niquel (mg dm-3)

Figura 1. Porcentagem de germinacédo (a), indice de velocidade de emergéncia (b), massa (c) e
altura média de plantulas (d) de Jatropha curcas L. com seus respectivos ajustes de regressao
tratadas com doses crescentes de niquel. ** indicam equacbes de regressdo significativas
p=<0,01.

A primeira fase do desenvolvimento de J. curcas parece ser a mais afetada
negativamente pela presenca do Ni em grandes quantidades no solo (Tabela 1). Diferente da
fase adulta na qual nenhum dos caracteres de crescimento foi alterado em funcéo das doses de
Ni aplicadas, na fase jovem, J. curcas apresentou alteracdes nos parametros de massas e
também no nimero médio de folhas. Para as massas fresca e seca das raizes foram detectadas

diferencas a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F (3,3* e 3,69**, respectivamente), entretanto
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nenhum dos ajustes de regressdo propostos foram significativos para estes parametros (Tabela
1).

Tabela 1. Valores médios de altura, diametro, nimero de folhas, massa fresca (MF) e massa
seca (MS) de folhas, caule, raizes e total, coeficiente de variacdo (CV) e valores de F em plantas
jovens, aos oito meses, e adultas, aos dois anos e seis meses, de Jatropha curcas L. tratadas
com doses crescentes de niquel.

PLANTAS JOVENS
Doses de Ni Altu Diame n°de MF MF MF MF MS MS MS MS
ra tro folhas Folhas Caule Raizes Total Folhas Caule Raizes Total
(mg Kg?) cm  mm g
0 61,9 231 21,1 74,93 117,05 46,01 237,98 13,05 61,74 10,29 85,09
5
6,5 51,0 19,1 12,2 36,5 61,27 25,77 123,54 6,18 14,7 5,45 26,34
5
13 49,6 18,6 14,3 39,99 58,14 23,2 121,33 6,3 16,09 4,29 26,67
2
30 545 18,3 12,2 35,42 58,2 26,01 119,64 5,83 1457 6,57 26,97
5
70 53 19,3 14,7 45,85 66,58 32,43 14486 7,41 1859 7,22 33,22
100 46,6 20,2 11,2 25,21 59,21 24,72 103,81 4,87 2443 511 34,41
CV % 20,8 17,42 26,98 18,91t 16,87% 24,52 16,56! 26,69! 29,652 27,41 25,21t
Valores de F
Dose 2,3 261 8,73** 11,32* 7,81** 3,3* 9,564** 5 44** 981** 3,69** 957**
*

Regresséo linear 380 03™ 10,63** 23,81* 9,34** 1,95  1452* 8,82** 443* 168" 575*
ns * *

Regressdo quadratica 0,01 6,01™ 2,65™ 245"  10,58* 1,48™  544* 297" 1940 0,32"  1546*
ns * *

R? linear 33,1 2,26 24,36 30,77 16,77 9,36 22,65 24,97 7,53 7,85 9,59
R2 quadratico gS,l 48,31 30,42 33,77 36,77 16,45 31,14 33,36 40,46 9,35 35,35
: PLANTAS ADULTAS

Dose Diametro MF folnas MF caule MF raizes MF total MS folhas MS caule MS raizes MS total
(mgKg?!)  mm g

0 1175 129,76 695,12 603,18 1428,06 65,49 218,07 187,35 470,91
6,5 95,5 213,86 542,38 584,04 1340,28 62,35 2354 212,66 510,41
13 93,0 126,72 597,3 545,44 1269,46 60,81 190,83 178,22 429,86
30 91,5 123,8 601,05 633,88 1358,73 58,76 202,16 247,00 507,93
70 96,5 133,19 644,35 581,14 1358,67 63,39 187,54 192,88 443,81
100 101,0 100,74 593,36 557,42 1251,52 57,97 185,74 185,49 429,21
CV (%) 17,42 19,61 29,01 16,2 15,91 13,13 26,69 25,1 17,06
Valores de F 1,61 1,940 0,43 0,56" 047"  0,6™ 0,67 1,29™ 1,17

*%x

e 2 Valores transformados para Vx e Vx+1, respectivamente. ~, = e ™ correspondem a valores

de F significativos a p<0,05, p<0,001 e néo significativos.

Houve uma reducéo das massas fresca e seca do caule até aproximadamente 50 mg Kg
1 e um posterior aumento a partir desta dose. Da mesma forma, as massas fresca e seca total

das plantas jovens de J. curcas apresentaram a mesma tendéncia, pois tratam-se de variaveis
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dependentes das massas do caule (Figura 2). Sabendo-se que nem a altura, nem o didmetro
foram influenciados pela aplicagdo do Ni (Tabela 1), o0 aumento em massa a partir de 50 mg
Kgcorrelacionou-se positivamente ao maior contetido de Ni no tecido caulinar em funcio do
aumento na aplicacéo, assim como da sua disponibilidade no solo (Tabela 2). Como o Ni é um
metal de alta densidade, seu maior acimulo neste tecido nas doses mais elevadas parece ter
proporcionado aumento nas massas fresca e seca do caule, sem o incremento em altura e
diametro, mas sim pela maior densidade agregada ao tecido devido aos maiores teores do metal

encontrado na planta (Figura 3).

250 B , 90
o o y=0,0149x2- 2,0494x + 177,12 (a) ® o y=00122x2-13788x +56,712 (D)
R? = 0,3114** 80 R? = 0,3534%*
200 A y=0,0106x2- 1,2814x + 88,707 20 | A y=0011x2-1,2118x + 39,957
R? = 0,3576%* R? = 0,4045**
G =60 4
« 150 . . = |
e 850 | ™.
£ A® e e e &
......................... (4] '. .
2 100 ¢ 2 “0 \\ e
~ = ¢ )
= : : S < A - A ¥ .\.\ O "‘
50 S, —e =" D00 a Ny e a7
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A----Caule o.... Total

Figura 2. Ajustes de regressao quadraticos para massas fresca (a) e seca (b) do caule e total em
plantas jovens de Jatropha curcas L. aos 8 meses de idade em func¢do da aplicacdo de niquel.
** indicam equagdes de regressao significativas p<0,01.

Tabela 2. Correlacdo linear de Pearson e seus niveis de significancia entre as quantidades de
niquel (Ni) aplicada, presentes no solo ao final do periodo experimental, na planta inteira (Ni
total) e em seus diferentes érgdos, em plantas jovens de Jatropha curcas L., aos 8 meses de
idade.

Ni aplicado Ninosolo Nifoliar Ni caule Ni raiz Ni total

Ni aplicado 1,00

Ninosolo 0,4502** 1,00

Ni foliar 0,8907** 0,3461"™ 1,00

Ni caule 0,8783** 0,4524** 0,7106** 1,00

Ni raiz 0,8640** 0,5945** 0,7693** 0,7626** 1,00

Ni total 0,9412** 0,5577** 0,8565** 0,8751** 0,9714** 1,00

** e ™ correspondem a valores de correlacdo linear de Pearson significativos e néo
significativos a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Teores e ajustes de regressao para os teores de Ni encontrados nos tecidos foliar,
caulinar e radicular de Jatropha curcas L. aos 8 meses (a) e aos 2 anos de idade e seis meses
(b). ** indicam equacdes de regressao significativas p<0,01.

As correlacgdes significativas e positivas entre os teores de Ni aplicados, encontrados no
solo, na planta inteira e nos diferentes 6rgaos de J. curcas na fase jovem (Tabela 2) comprovam
a alta mobilidade deste elemento na planta (Paiva et al., 2003; Yusuf et al., 2011). Nas plantas
jovens, bem como nas plantas adultas, as maiores concentraces de Ni foram encontradas no
sistema radicular aumentando linearmente em funcdo das doses de Ni aplicadas, e em
decorréncia da translocacdo do elemento, ocorreram aumentos lineares nos tecidos caulinar e
foliar em funcéo das doses aplicadas (Figura 3). Excetuando-se as espécies exclusoras de metal,
a grande maioria das espécies vegetais que crescem em solos contaminados por metais pesados,
ndo conseguem evitar sua absor¢cdo, mas sao capazes de conter a translocacao limitando a maior
parte dos metais no sistema radicular (Reeves & Baker, 2000). Dessa maneira, apesar de
translocar uma certa quantidade para a parte aérea, a planta é capaz de sobreviver no solo
contaminado uma vez que os tecidos mais metabolicamente ativos como as folhas séo poupados
dos danos oxidativos causado pela presenca excessiva do metal (Gajewska & Sklodowska,
2007).

Na fase inicial de desenvolvimento, os teores de Ni presentes no caule sdo maiores do
que aqueles encontrados nas folhas, mas na fase adulta, ocorre uma inverséo e os teores foliares
de Ni passam a ser maiores que aqueles encontrados no caule (Figura 3). Assim como verificado

neste estudo em J. curcas, ocorre que em outras espécies de plantas os contetdos de Ni
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presentes nos diversos 6rgdos de uma mesma planta podem sofrer alteragcbes ao longo do
desenvolvimento da espécie. Estas alteracdes estdo intimamente relacionadas com o papel do
Ni no metabolismo do nitrogénio. Dessa forma, é natural que ocorra maior translocacdo de Ni
para 0 0rgdo que esta se desenvolvendo vegetativamente, em detrimento aquele que deixa de
ser o dreno principal, num dado momento do desenvolvimento da planta (Page & Feller, 2005).

A planta jovem absorve maior quantidade de Ni, e por consequéncia desta maior
absorcéo, os teores de Ni encontrados no solo de cultivo destas plantas ao final do periodo
experimental foram menores do que aqueles encontrados no solo onde foram cultivadas as
plantas adultas (Figura 4). Comparativamente as plantas adultas, as plantas jovens acumulam
em média 21,5% a mais de Ni em seus tecidos, e provavelmente devido a esta maior quantidade
de Ni, as reducdes nos parametros de crescimentos tenham sido perceptiveis nesta fase. Apesar
dos aumentos lineares na concentracao de Ni na planta, o valor maximo obtido foi de 88,5 mg
Kg? na fase jovem e 42 mg Kg* na fase adulta, valores esses muito inferiores aos esperados
por uma espécie hiperacumuladora de Ni, que geralmente acumula mais de 1000 mg de Ni Kg-
! de matéria seca, tal como Alyssum bertolonii Thlaspii (Reeves & Baker, 2000), mas ainda
assim, acima daqueles considerados toxicos a um amplo niumero de espécies (Kabata-Pendias
& Pendias, 2011). Estes valores aliados a auséncia de sintomas visuais foliares de toxidez na
fase adulta, mesmo em um solo com teores de Ni acima daquelas consideradas aceitaveis por
algumas agéncias ambientais (Usepa, 2007; Conama, 2009), nos leva a crer que J. curcas pode
ser considerada uma espécie tolerante a solos contaminados por Ni, e que devido ao fato de
reter uma quantidade significativa do metal em suas raizes, mesmo sendo uma espécie
caducifélia, poderia ser utilizada em programas de revegetacdo em areas em processo de
descontaminacdo, uma vez que € capaz de absorver e conter uma quantidade significativa de Ni
no sistema radicular.

O unico sintoma visual de toxidez por Ni detectado no experimento foi a reducdo do
namero médio de folhas nas plantas jovens, que diminuiu linearmente com o0 aumento das doses
de Ni aplicadas e em decorréncia desta reducdo, as massas fresca e seca de folhas também
sofreram reduc&o linear. Apesar da reducdo linear no indice SPAD, de modo qualitativo nédo foi
possivel verificar visualmente clorose nas folhas, mesmo sob a maior dose do metal estudado
(Figura 5).
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A reducdo na intensidade de cor verde em funcdo a elevacdo das doses de niquel,
detectada através da depreciacdo linear do indice SPAD (Figura 5), demonstra de forma
indireta, uma reducdo nos niveis foliares de clorofila, que poderia estar relacionada a menor
absorcéo dos elementos nitrogénio (N) ou magnésio (Mg) constituintes da molécula. Uma vez
que os teores foliares de N ndo foram alterados, a reducdo do indice SPAD aqui verificada
correlaciona-se diretamente a reducéo linear dos teores foliares do Mg em funcéo das doses de
Ni aplicadas (y = -0,0331x + 9,0193 R?0,3868*). A presenca do Ni no solo age de forma
antagonica a absor¢do do Mg devido a repulsdo de cargas positivas entre os jons Mg?* e Ni?*.
Nas plantas adultas por outro lado, ndo ocorreram alteragcdes no indice SPAD, nem nos
contetdos foliares de N e Mg (Tabela 3). O antagonismo entre Ni e Mg foi verificado em outras
espécies de plantas (Paiva et al., 2003) e a reducédo do contetido de clorofila em plantas tratadas

com niquel foi descrita em Triticum aestivum L. (Gheibi et al., 2009).

Tabela 3. indice SPAD e teores médios de nitrogénio e magnésio foliar em plantas de Jatropha
curcas L., 8 meses e aos 2 anos e seis meses de idade, tratadas com niquel.

Plantas aos 8 meses de idade Plantas com 2 anos de idade

Dosesde Ni  Indice SPAD N Mg indice SPAD N Mg
mgKg* e gKg?l--mee e gKg?t e
0 27,97 14,95 7,05 27,24 19,24 7,55
6,5 27,30 16,49 11,30 28,90 15,34 6,95
13 27,19 15,16 9,55 24,90 18,99 7,80
30 23,37 14,74 6,60 24,17 18,61 6,55
70 27,38 13,91 6,02 22,00 19,81 6,40
100 21,46 14,66 6,32 30,31 18,90 7,75
Valoresde F  8,95** 0,62™ 11,29** 2,1m 1,32 1,35
CV (%) 11,02 16,17 18,14 25,97 16,72 16,58
p>F linear 10,63** 1,14 21,82** 0,06 1,02" 0,02

** indicam valores de F significativos a p<0,01 e ™ valores nio signficativos pelo Teste F p<0,05.

CONCLUSOES

1. J. curcas é capaz de acumular até 88,5 mg de niquel Kg* de matéria seca apos oito
meses de cultivo, sendo mais de 60% desse total retido nas raizes.

2. J. curcas é uma espécie tolerante a solos contaminados por niquel até 50 mg Kg e ndo
apresenta sinais visuais de deficiéncia até este valor.

3. O niquel aumenta a velocidade de germinacdo e o desenvolvimento da plantula de J.

curcas até a dose de 66 mg dm.
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CAPITULO 3: NUTRICAO MINERAL DE PINHAO-MANSO EM LATOSSOLO
CONTAMINADO POR NIQUEL

Resumo - A presenca excessiva de niquel no solo pode interferir de forma antagénica ou
sinérgica na absorcéo de outros elementos essenciais ao crescimento das plantas. A fim de
verificar as alteraces decorrentes da presenca de Ni ao solo de cultivo na absorcdo mineral de
N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, Zn e Ni, em pinhdo-manso, foram realizados dois experimentos
simultaneos, utilizando mudas e plantas adultas da espécie Jatropha curcas L. utilizando-se
Latossolo Vermelho Distroférrico. O niquel foi aplicado nas doses 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100 mg
de Ni Kg? de solo mantendo-se as plantas por oito meses nessa condi¢do. A analise dos
diferentes 6rgdos da planta demonstrou que ha acimulo de K, Ca, S, Ni, Mn e Fe na presenca
do Ni. O Ni em quantidades excessivas no solo é antagonico a absor¢cdo de Mg, Cu e Zn.

Palavras-chave: Jatropha curcas L. Interacdo entre nutrientes. Metal pesado.

MINERAL NUTRITION OF PHYSIC NUT IN OXISOIL CONTAMINED BY
NICKEL

Abstract - The bigger presence of nickel in soil can change of antagonist or synergistic form
in the absorption of other essentials elements for plant growth. In order to verify the changes
arising from the presence of Ni to soil in mineral absorption of N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn,
Zn and Ni in physic-nut, two experiments were conducted simultaneous using seedlings and
adult plants of the species Jatropha curcas L. using Oxisol Distroferric as a substrate. Nickel
was applied in doses 0; 6.5; 13; 30; 70 Ni and 100 mg Kg™* of soil keeping plants for eight
months in this condition. The analysis of the different organs of the plant demonstrated that
there is accumulation of K, Ca, S, Ni, Mn and Fe in the presence of Ni. Ni in excessive amounts

in the soil is antagonistic to the absorption of Mg, Cu and Zn.

Key words: Jatropha curcas L. Nutrients interaction. Heavy metal.

INTRODUCAO

O niquel é um micronutriente essencial as plantas superiores (Brown et al., 1987), que

existe naturalmente no solo e na agua, mas que tem tido sua disponibilidade aumentada,
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provocando poluicdo do solo e da &gua, gracas as atividades antropicas de mineracao,
fabricacdo de ligas metélicas, utilizacdo de biossolidos na agricultura, descarte inadequado de
residuos eletrénicos e queima de residuos domésticos e de combustiveis fosseis (Wuana;
Okieimen, 2011). Nessas condicgdes, devido a facilidade com a qual o niquel € absorvido e
translocado pela maioria das espécies vegetais (Malavolta; Moraes, 2007), o niquel passa a ter
seu papel de metal pesado enaltecido, uma vez que em concentragcOes elevadas pode causar
toxidez tanto para os vegetais, como para a saide humana (Serengin; Kozhevnikova, 2006).

A capacidade de uma planta tolerar a presenca do niquel varia de acordo com a espécie,
fase de seu desenvolvimento e também conforme o tipo de solo no qual ela é cultivada. Em
altas concentracdes, o niquel reduz a biomassa total por conta do menor crescimento aéreo e
radicular; reduz a germinacdo; causa deformidades na planta, incluindo disturbios mitéticos na
raiz, os quais podem afetar a absorcéo de outros nutrientes minerais essenciais, além de clorose
e necrose foliar devido as interacbes com outros elementos tal como o ferro, cobre e zinco
(Uren, 1992). As alteracOes de antagonismo ou sinergismo com outros ions presentes na solucéo
do solo podem causar reducdo do rendimento das culturas agricolas, e por isso devem ser
estudadas a fim de elucidar as causas primarias e os efeitos nas mais diferentes espécies
vegetais.

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) é uma euforbiacea, utilizada comercialmente para
extracdo de Gleo para producéo de biodiesel, e que tem sido relatado em varios trabalhos como
uma espécie com grande capacidade de crescimento em solos pobres e com alta concentragdo
de metais (Kumar et al., 2008; Ghavri; Singh, 2010; Mangkoedihardjo; Surahmaida, 2008).
Devido a essa caracteristica, o pinhdo-manso é considerada uma espécie promissora em
trabalhos cuja finalidade é o tratamento de areas contaminados por niquel, uma vez que o metal
absorvido ndo entraria na cadeia alimentar humana. Todavia, estudos bésicos sobre
fitotoxicidade desse metal, sobre essa espécie, e as interacdes deste metal com outros elementos
essenciais, ainda precisam ser realizados, a fim de conhecer melhor os padrdes de absorgéo,
translocacdo e acumulo de ions metélicos e sintomas de fitotoxidez causados pelo préprio
elemento (Ahmad et al., 2011), bem como as relagdes de antagonismo ou sinergismo existentes
entre este elemento e outros macro e micronutrientes essenciais ao desenvolvimento da espécie.

Com base no exposto, objetivou-se atraves deste trabalho verificar se doses excessivas de
niquel interferem na absorcéo e translocagdo de macro e micronutrientes essenciais em J.

curcas, em duas fases distintas de seu desenvolvimento.
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MATERIAL E METODOS

Tratamentos e delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos simultaneos utilizando plantas jovens, 30 dias ap0s
a germinacdo, e adultas, com dois anos e seis meses de idade, de Jatropha curcas L., no ano de
2013, na UNESP/ Campus de Ilha Solteira (20° 25’ 9,4” S e 51° 20° 23” W), 380 metros de
altitude, em casa de vegetacéo tipo pad fan com 100 m?, e 5 m de altura, produzida em ago
galvanizado e revestida por placas de policarbonato com espessura de 1,2 cm. As temperaturas
minimas e maximas variaram entre 15 e 30 °C durante o periodo experimental.

O solo utilizado nos experimentos foi um Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura
franco-argilosa, coletado na camada de 0-20 cm de profundidade com as seguintes
caracteristicas quimicas: P-resina 92,7 mg dm; matéria organica 6,5 g dm; pH (CaCly) 5,2;
K 0,38 mmol.dm; Ca 40,8 mmol.dm; Mg 4,8 mmolc.dm3; H+Al 18,54 mmol.dm; Al 0,47
mmolcdm™3; Cu 0,7 mg dm™; Fe 12,5 mg dm™; Mn 10,5 mg dm; Zn 1,7mg dm= e Ni 0,01 mg
dm3, ao qual foi adicionado 295,5 g m de calcario dolomitico PRNT 90%, e apds 30 dias de
incubacio, foi adicionado 830 g m de super fosfato simples, e 650 g m™ de cloreto de potéssio.

Na implantacdo do primeiro experimento, mudas da espécie J. curcas, com com 30 dias
apos a germinacdo, medindo cerca de 10cm de altura e contendo de 2 a 3 folhas verdadeiras
completamente expandidas, foram transplantadas para sacos plasticos, com capacidade para
4Kg de solo. Vinte dias apds o transplante, foram iniciados os tratamentos, por meio da
aplicacdo liquida de sulfato de niguel ao solo nas doses totais de 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100 mg de
Ni Kg™ de solo. A aplicacdo foi realizada em trés parcelamentos mensais de maio a julho de
2013, e as plantas foram mantidas até o més de dezembro neste solo, totalizando oito meses de
tratamento. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 10
repeticdes, de duas plantas cada.

No segundo experimento, plantas adultas de J. curcas com dois anos e seis meses de
idade, foram podadas, deixando-se apenas dois ramos principais com 60cm de altura, e
transplantadas para vasos com capacidade para 20Kg de solo. Trinta dias apés o transplante,
iniciou-se a aplicagdo dos tratamentos nas doses totais 0; 6,5; 13; 30; 70 e 100 mg de Ni Kg*
de solo. Os tratamentos foram aplicados na forma de solugdo de sulfato de niquel, em trés
parcelamentos mensais, com intervalos de 30 dias entre cada aplicacdo, no periodo de maio a
julho de 2013, e as plantas foram mantidas até 0 més de dezembro neste solo. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetic6es de duas plantas cada.
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Analise quimica dos tecidos vegetais

Ao final do periodo experimental, as folhas, caule e raizes das plantas jovens e adultas de
J. curcas foram coletadas, lavadas com &dgua destilada e secas em estufa com circulagdo forcada
de ar a 70°C, até obtencdo de massa constante. O material seco foi entdo triturado em moinho
tipo Wiley, passado por peneira com malha de 20 mesh.

Para digestdo dos tecidos vegetais, 250mg do material vegetal triturado e finamente
moido foi misturado a 6mL de &cido nitrico-perclérico na proporg¢éo de 2:1 (v/v) e digerido em
bloco digestor aberto, a 210°C, por cerca de duas horas, até que o material se tornasse incolor.
Apobs resfriamento, o volume foi completado com agua deionizada para 25mL. Esse material
digerido foi utilizado para as andlises de fosforo (P), enxofre (S), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), niquel (Ni), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) (Malavolta et
al., 1997).

A anélise do P foi realizada atraves do ensaio colorimétrico com amarelo de vanadato.
Para preparo da reacdo, 1mL do extrato da digestdo nitrico-percldrica foi homogeneizado a 4
mL de &gua destilada e 2mL do reativo composto por parte iguais de solucdo de molibdato de
amonio a 5% e metavanato de amonio a 0,25%. Procedeu-se entdo leitura em espectrofotémetro
(Biospectro, modelo SP22) a 420nm. A concentracdo de P nas plantas foi correlacionada com
uma curva analitica padréo de dihidrogenofosfato (Malavolta et al., 1997).

A quantificacdo do S foi realizada pelo método de turbidimetria em espectrofotdmetro
(Biospectro, modelo SP22). Para a reagdo, 5mL do extrato da digestdo nitrico-percldrica foi
misturado a 1 mL de HCI 6N e a 500 mg de cloreto de bario, homogeneizados e lido em 420
nm. Para calculo dos teores finais, os valores obtidos foram comparados a uma curva analitica
padrdo (Malavolta et al., 1997).

Para analise do nitrogénio (N) 100mg do material vegetal triturado foi misturado a 2g de
uma mistura catalisadora composta por duas partes de sulfato de sodio anidro e uma de sulfato
de sobre pentahidratado, seguida da adicdo de 4mL de acido sulfurico (HCI) concentrado. Esta
reacao foi mantida a 25°C por 12 horas em capela com exaustdo de gases para a primeira etapa
de digestéo fria e entdo foi finalizada sob aquecimento, em bloco digestor aberto, partindo-se
da temperatura ambiente (25°C) com rampa de aquecimento de 50°C cada 30 minutos até
alcancar a temperatura de 350°C. O material foi mantido sob aquecimento por cerca de 50
minutos, quando adquiriu a coloracao verde clara. Apos resfriamento, ao material digerido foi
adicionado 15 mL de hidroxido de sodio 40% (m/v) e levado ao equipamento de destilacdo de
nitrogénio para arraste do vapor e coleta da aménia desprendida em 15mL de uma solugéo
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receptora indicadora até que o volume alcancado fosse de 50mL. A solucdo receptora
indicadora foi preparada através da mistura de 1000 mL de solucédo de acido bérico 2%, 6 mL
de solucéo etanolica de vermelho de metila (C1sH1sN3O2) a 0,1% e 15 mL de solugéo etanolica
de verde de bromocresol (C21H14BrsOsS) a 0,1%. O material coletado na solugdo indicadora foi
titulado com &cido cloridrico 0,01 mol L até o ponto de viragem do indicador para a cor rdsea.
A quantidade de N total (NT) foi calculada através da equacdo: NT = [(Va — Vb) x F x 0,1 X
0,014 x 100]/P. Onde: NT —teor de nitrogénio total na amostra, em percentagem; Va — volume
da solucdo de &cido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em mililitros; Vb — volume da
solucdo de acido cloridrico gasto na titulagdo do branco, em mililitros; F — fator de correcgéo
para o &cido cloridrico 0,01 mol L!; P1 — massa da amostra (em gramas) (AOAC, 2000).

Os elementos K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn e Ni foram analisados por espectrometria de
absorcdo atdmica, em equipamento um espectrometro de absorcdo atdmica (Varian modelo

55B), com base em uma curva analitica para cada um dos elementos (Malavolta et al., 1997).

Analise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F em nivel de 5%
de probabilidade e os resultados significativos foram analisados por meio de regressao linear e
quadratica também em nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa de andlises

estatisticas Sisvar versdo 5.3 (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de macronutrientes

Houve alteracdo na composicdo de macronutrientes tanto em plantas jovens como em
plantas adultas de J. curcas sob a aplicacdo de niquel. Nas plantas adultas foram detectadas
alteracdes somente nos teores de Mg e S (Tabela 1), enquanto que nas plantas jovens as
modificagdes provocadas pela presenca do niquel foram muito mais severas, sendo possivel
detectar alteragdes em quase todos os macronutrientes analisados, nas diferentes partes da
planta, & excecdo do N (Figura 1).

Assim como nas plantas adultas (Tabela 1), nas plantas jovens, o teor de N ndo foi
influenciado pelo aumento das doses de niquel (Figura 1). Em mudas de umbuzeiro (Spondias



43

tuberosa Arr. Cam.) a aplicaco de niquel em solugéo nutritiva até 1 mmol L ndo alterou os

teores foliares desse elemento (Neves et al., 2007), por outro lado em hibridos de girassol

(Helianthus annuus L.) a aplicacdo de doses inferiores a 40 mg L™ ja foi suficiente para

promover reducdo dos teores foliares de nitrogénio na espécie (Ahmad et al., 2011).

Tabela 1 - Teores médios de macronutrientes encontrados em folhas, caule e raizes de plantas
adultas, com dois anos e seis meses de idade, de Jatropha curcas L. em funcdo da aplicacdo de

niquel.
Doses aplicadas N P K
- (9 Kg™)
(mg de Ni Kg™) folha caule raizes folha caule raizes folha caule raizes
0,0 19,24 10,14 7,67 285 23 242 13 116 17,2
6,5 1534 9,91 1123 2,73 252 182 12 8,9 15,15
13,0 18,99 9,79 988 291 214 226 106 114 16,55
30,0 18,61 9,77 13,13 2,78 2,07 235 11,1 9,75 17,05
70,0 19,81 9,76 10,02 298 2,23 232 17,05 11,12 158
100,0 189 838 1158 3,04 229 245 126 114 139
Valores de F para dose 1,32 0,17 24" 0,37 0,79™ 1,17™ 2,56™ 1,14"™ 1,66™
Coeficiente de variagéo (CV %) 16,72 17,61 2526 15,12 17,44 20,94 50,242 21,68 13,74
Valores de F para regressdo linear 1,02 0,62" 152" 121" 0,09™ 1,21"™ 222" (0,56 4,14™
Valores de F para regressdo quadratica  0,27™ 0,11™ 1,95™ 0,04™ 1,33 0,01™ 3,43"™ 0,45™ 1,41™
Doses aplicadas Ca Mg S
LKl (9 Kgh)

(mg de Ni Kg™) folha caule raizes folha caule raizes folha caule raizes
0,0 1545 7,20 285 755 220 555 114 080 1,95
6,5 16,10 6,25 530 695 285 4,05 1,12 0,78 150
13,0 16,30 6,90 425 780 230 520 099 109 145
30,0 15,70 580 4,20 655 265 580 09 080 3,13
70,0 16,65 6,75 355 640 225 460 103 100 1,72
100,0 1750 6,55 4,75 7,75 170 585 131 0,77 2,22
Valores de F para dose 0,79"™ 0,94"™ 167" 1,35" 2,80° 1,83 2,29 0,46" 3,08
Coeficiente de variagcdo (CV %) 11,36 17,42 17,73 16,58 22,89 2295 17,27 25,82 18,74
Valores de F para regressao linear 3,04™ 0,06 0,22" 0,02™ 6,67 0,67 2,74 0,01" 0,75™
Valores de F para regressdo quadratica 0,17" 0,96™ 0,07 4,13"™ 3,09™ 0,29™ 8,28™ 0,5™ 1,23™

1 e 2 correspondem a valores de CV transformados para Vx e Vx+1, respectivamente.

* A Nns
e

indicam valores de F significativos e nao significativos, respectivamente pelo teste F em nivel
de 5% de probabilidade. ~“indica valores significativos menores que 1% pelo teste F.
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Figura 1 — Teores de N, P, K, Ca, Mg e S na matéria seca de folhas, caule e raizes em plantas
jovens, com oito meses de idade, de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em resposta a aplicacao

de Ni. (ns: ndo significativo pelo teste F p<0,05; s.a.: sem ajuste polinomial; ** significativo
p<0,01).

Nas plantas adultas, os tratamentos interferiram somente no teor de Mg no caule o qual
foi reduzido linearmente sob o aumento das doses de niquel (y = -0,0069x+2,5767 R? 0,48%).
Os teores deste elemento nas raizes e nas folhas das plantas adultas ndo foram influenciados
pela presenca de niquel (Tabela 1). Nas plantas jovens, a aplicagdo do niquel alterou a
composigédo do elemento em todos os orgdos analisados. Nas folhas, houve reducéo linear do

Mg em funcéo da aplicacao de niquel. No caule e nas raizes, o teor de Mg ajustou-se & modelos
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de regressdo quadraticos obtendo os contetdos maximos nas doses de 43 e 32,5 mg de Ni Kg
! respectivamente em cada um dos 6rgéos e reduzindo em doses maiores que essas (Figura 1).
Nas espécies H. annuus (Ahmad et al., 2011) e em S. tuberosa (Neves et al., 2007) a aplicacéo
no niquel ndo influenciou os teores de Mg em nenhum dos 6rgdos analisados, mas em Tabebuia
impertiginosa, assim como no presente estudo, foi verificada tambem reducéo linear nos teores
de Mg radicular devido a inibigdo competitiva existente entre os fons Ni%* e Mg?* (Paiva et al.,
2002).

O teor de S no sistema radicular foi influenciado em plantas jovens e adultas, sendo que
nestas Ultimas ndo pode ser ajustado a nenhum dos modelos de regressao propostos (Tabela 1).
Nas plantas jovens, ocorreu reducdo de S até a dose de 60 mg de Ni Kg?, e aumento a partir de
doses maiores que essa (Figura 1). No caule, nenhum dos ajustes de regressdo propostos foram
significativos para explicar o conteddo de S. Nas folhas, o teor de S ajustou-se ao modelo de
regressdo quadratico, apresentado os maiores teores nas doses de 70 e 100 mg Kg™. Plantas
submetidas a estresse por metais pesados tal como o niquel, passam a aumentar a producao de
fitoguelatinas como mecanismo de protecdo, compostos esses ricos em grupamentos — SH
(Hirata et al., 2005). Esse efeito poderia ter contibuido para os maiores teores de S verificados
nas folhas no presente trabalho. Aumento no teor de S foliar em funcédo da aplicacéo de Ni foi
relatado também em S. tuberosa (Neves et al., 2007), em T. impertiginosa (Paiva et al., 2003;
Paiva et al., 2002) e em Cedrela fissilis Vell. (Paiva et al., 2002).

Os teores de P no caule e raizes das plantas jovens de J. curcas ajustaram-se a modelos
de regressdo quadraticos decrescendo até 25 mg de Ni Kg™ e tendendo a uma estabilizacdo dos
teores a partir desta dose. Nas folhas, a aplicacdo de niquel ndo causou alteragdes significativas
nos teores de P (Figura 1). Em H. annuus também ocorreu reducédo dos teores foliares de P em
funcdo do aumento das doses de niquel (Ahmad et al., 2011), por outro lado em S. tuberosa o
P foliar apresentou aumento linear em funcéo do aumento da aplicacdo de niquel até 1 mmol L
! (Neves et al., 2007) e em T. impetiginosa ocorreu aumento nos teores desse elemento nas
raizes, caule e folhas das plantas tratadas com niquel até 252 mmol L™ (Paiva et al., 2003).
Percebe-se entdo que apesar do possivel antagonismo existente entre Ni e P (Zaidi et al., 2006)
0 niquel pode afetar a absorcdo de P de diferentes maneiras dependendo da espécie analisada,
bem como da dose aplicada.

O teor de K foliar e caulinar nas plantas jovens foi influenciado pelo aumento das doses
de niquel, enquanto no sistema radicular ndo foi detectada diferenca para esse macronutriente.
O K caulinar ndo ajustou-se a nenhum dos modelos de regressdo propostos, mas é possivel

verificar que houve um aumento dos teores caulinares a partir de 25 mg Kg™. Nas folhas, 0 K
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aumentou linearmente em funcéo da aplicacdo de Ni (Figura 1) demonstrando o efeito sinérgico
do niquel sobre o K. Resultado semelhante foi relatado em S. tuberosa (Neves et al., 2007),
enquanto em H. annuus (Ahmad et al., 2011) e em T. impertiginosa (Paiva et al., 2003) foram
verificadas diminuicdo para o K foliar.

Nas plantas jovens, o teor de Ca foliar ndo foi inlfuenciado pela aplicagdo de niquel. No
caule e nas raizes entretanto, houve aumento linear de Ca em fun¢do do aumento da aplicacdo
de Ni, demonstrando efeito sinérgico entre esses elementos (Figura 1). Em T. impetiginosa
também foi veirifcado aumento linear no contetdo de Ca em funcao da aplicacdo de Ni (Paiva
etal., 2002).

Teor de micronutrientes

Nas plantas adultas somente os teores de micronutrientes Ni e Cu foram foram alterados
pela aplicagcdo de Ni (Tabela 2). Nas plantas jovens, todos os micronutrientes analisados
apresentaram alguma alteracdo, em pelo menos um dos 6rgédos analisados (Figura 2).

Os teores de Ni em plantas jovens e adultas aumentaram linearmente em todos 0s 6rgaos
(Figura 2), demonstrando a alta mobilidade deste elemento e a capacidade dele ser absorvido
pela planta e translocado a todos os tecidos (Riesen; Feller, 2005). Aumentos lineares deste
elemento sob o aumento de doses de niquel no solo ou em solucdo nutritiva foram relatados
também em H. annuus (Ahmad et al., 2011), T. impetiginosa (Paiva et al., 2003) e em Trigonela
corniculata (Parida et al., 2003). Durante todo o periodo experimental, mesmo sob a maior dose
de niquel, ndo foram observados sintomas visuais de toxidez por este elemento tanto em plantas
jovens como em plantas adultas. Possivelmente, a auséncia de sintomas seja um reflexo dos
baixos teores encontrados nas folhas, que chegou ao maximo de 12 mg Kg* nas plantas adultas,
sob a aplicacdo de 100 mg de Ni Kg? ao solo. Na maioria das espécies nas quais sintomas
foliares foram relatados, os teores foliares de Ni estavam entre 10 e 100 mg Kg* (Malavolta;
Moraes, 2007), sendo que essa amplitude de variacdo nos teores foliares depende de
caracteristicas genéticas da espécie, fase do desenvolvimento, bem como do tipo de solo no

qual a planta foi cultivada (Li et al., 2015).
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Tabela 2 — Teores médios de micronutrientes encontrados em folhas, caules e raizes de plantas
adultas de Jatropha curcas L. em funcdo da aplicagdo de niquel.

Doses Ni Cu Fe
! (mg Kg)

(mg de Ni Kg) folha caule raizes folha Caule raizes folha caule raizes
0 0,0 0,0 20,0 10,0 8,0 12,0 164,0 132,0 1456,0
6,5 0,0 0,0 14,0 6,0 6,0 8,0 342,0 140,0 1290,0
13,0 4,0 0,0 12,0 4.0 6,0 10,0 380,0 62,6 1236,0
30,0 6,0 0,0 26,0 6,0 10,0 28,0 170,0 130,0 1764,0
70,0 10,0 0,0 20,0 4.0 14,0 10,0 192,0 150,0 1608,0
100,0 12,0 8,0 32,0 4.0 0,0 10,0 140,0 70,0 1606,0

Valores de F paradose  3,27" 6,00 8,32 1,09™ 4,10 15,16™ 214" 147 151"
Coeficiente de variagcdo

(CV %) 57,222 32,312 27,94 50,08> 35,9° 20,371 27,591 25,49 24,87
Valores de F para
regressdo linear 12,52 5,03 22,36™ 2,15 1,06™ 0,59 3,04 0,48™ 2,35"
Valores de F para
regressdo quadratica 1,52 889" 1,03 02 12,68™ 2143 0,07 1,07 104"
Doses Mn Zn
- (mg Kg?)
(mg de Ni Kg™) folha caule raizes folha caule raizes
0,0 50,0 150,0 142,0 30,0 24,0 30,0
6,5 64,0 148,0 2340 28,0 22,0 24,0
13,0 56,0 158,0 212,0 26,0 14,0 28,0
30,0 52,0 112,0 206,0 20,0 26,0 36,0
70,0 60,0 190,0 270,0 28,0 24,0 36,0
100,0 60,0 172,0 2080 26,0 20,0 32,0

Valores de F para dose 1,35 1,09"™ 1,95™ 237" 228"  2,00m™
Coeficiente de variagdo

(CV %) 17,98  17,50' 1592' 1899 29,19 23,92
Valores de F para
regressdo linear 0,92 1,62 1,82 0,25 0,01  3,03™
Valores de F para
regressao quadratica 0,03 0,16™ 3,33 356™ 0,82 3,16™

1 e 2 correspondem a valores de CV transformados para Vx e Vx+1, respectivamente. ~ e ™
indicam valores de F significativos e ndo significativos, respectivamente pelo teste F em nivel
de 5% de probabilidade. ~“indica valores significativos menores que 1% pelo teste F.

O teor de cobre no tecido foliar das plantas jovens diminuiu linearmente com o aumento
da aplicacdo de niquel (Figura 2), enquanto nas plantas adultas o Cu foliar ndo foi alterado
(Tabela 2). No caule das plantas jovens, houve aumento dos teores de Cu até 47,6 mg de Ni Kg"
e em doses maiores que essa houve reducéo dos teores de cobre (Figura 2). Nas plantas adultas
0 comportamento da absor¢do seguiu 0 mesmo padrdo ajustando-se ao modelo de regressao
quadratico negativo (y = -0,0038x? + 0,3523x + 4,7037 R2 0,67), a concentragio maxima deste
elemento foi obtida na dose 46,4 mg de Ni Kg* (Tabela 2). Na raiz das plantas jovens, apesar
de ser detectada diferenca pelo teste F, ndo houve ajuste de regressdo que demonstrasse uma
tendéncia em relacdo ao acimulo de Cu. Nas plantas adultas, o teor de Cu ajustou-se ao modelo
de regressdo quadratico (y = -0,0041x? + 0,392x + 9,7173 Rz 0,29), e mesmo com 0 baixo

indice de determinacdo da reta, foi possivel verificar que até a dose de 47,8 mg Kg, ocorreu
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um aumento da absorgéo de Cu. Entretanto, em doses maiores, ocorreu um antagonismo entre
Cu e Ni, culminando na menor absor¢do do primeiro elemento, devido a repulsdo de cargas
positivas entre esses elementos. Resultados semelhantes tanto quanto aos teores médios
acumulados de Cu, bem como as tendéncias de absorcdo em funcdo do niquel aplicado foram
encontrados em T. corniculata (Parida et al., 2003), e indicam uma relacdo antagonistica entre
niquel e cobre devido a repulsdo de cargas iguais, assim como verificado também por Paiva et
al. (2003) em trabalho com T. impetiginosa, por Murch et al. (2003) em Hipericum perforatum
L.
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Figura 2 — Teores de Ni, Cu, Fe, Mn e Zn na matéria seca de folhas, caule e raizes de plantas
jovens de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), sob a aplicacdo de doses crescentes de niquel.
(ns: ndo significativo pelo teste F p<0,05; s.a.: sem ajuste polinomial; ** significativo p<0,01).
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O teor de ferro nas raizes e folhas das plantas jovens foi alterado em func¢do da aplicagdo
de niquel. Os teores encontrados nas raizes foram muito superiores aqueles presentes nas folhas
e no caule, e apesar existir diferenca significativa em fungéo dos tratamentos, ndo houve ajuste
de regressdo para esta variavel. Nas folhas, o teor de ferro diminuiu até 40 mg Kg* de Ni e apds
essa dose ocorreu um aumento pouco expressivo, demnstrado a partir do baixo coeficiente de
determinacdo da reta (Figura 2). Estes resultados s@o constrastantes aos encontrados em T.
corniculata na qual o aumento da dose de niquel proporcionou aumento do teor de ferro nas
raizes e na parte aérea (Parida et al., 2003), mas corrobora os resultados obtidos por Paiva et
al., 2003 em trabalho com a espécie T. impetiginosa, bem como parte dos resultados observados
em S. tuberosa (Neves et al., 2007) e em H. perforatum (Murch et al., 2003). E comum que
plantas cultivadas sob altas doses de Ni apresentem também sintomas de deficiéncia por Fe,
mas de acordo com Paiva et al. (2003), ndo se trata de um antagonismo de absorcéo entre Ni e
Fe, ja que o Ni aumenta a absorcéo de Fe, mas sim, de um sintoma de deficiéncia induzida, pois
a presenca do Ni interfere no metabolismo do Fe, devido a interferéncia na producdo
substancias quimicas compostas por este metal.

Nas folhas, caule e raizes de plantas jovens de J. curcas ocorreu uma reducdo dos teores
de Mn em func&o das doses de niquel aplicadas até aproximadamente 40 mg Kg™ de Ni, e apds
essa dose houve um aumento da concentracdo desse elemento, resultando em teores muito
préximos aqueles encontrados na auséncia da aplicacdo de niquel (Figura 2). Resultado
semelhante foi observado na espécie T. impetiginosa (Paiva et al., 2003), e também em
Hordeum vulgare L. (Rahman et al., 2005).

Até a dose maxima de 64 mg Kg™ o niquel promoveu aumento na absorcdo de Zn no
caule e raizes das plantas jovens, porém acima deste valor, causou reducéo do teor encontrado
nesses mesmos orgdos (Figura 2), demonstrando um efeito antagonistico em funcdo da dose
resposta aplicada. Em T. corniculata (Parida et al., 2003), em H. vulgare (Rahman et al., 2005)
e em T. impetiginosa (Paiva et al., 2003) a aplicacdo de niquel causou reducdo linear dos teores
de Zn na parte aérea e nas raizes, pois de acordo com esses autores, Ni?* e Zn?* sdo cations
antagonistas. Por outro lado, em S. tuberosa o aumento das doses de Ni até a dose de 1 mmol

L promoveu maior acimulo de Zn na parte aérea (Neves et al., 2007).
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CONCLUSAO

A presenca do niquel em altas doses no solo causam alteracGes nutricionais de outros
maco e micronutrientes em plantas jovens e também adultas de Jatropha curcas L. As plantas
jovens, devido ao maior investimento energético em crescimento vegetativo, sdo mais
susceptiveis a presenca do niquel que as plantas adultas, demonstando de forma mais evidente
e rapida em todos os 6rgdos as alteracdes nutricionais provocadas direta e indiretamente por
sua presenca no solo. A presenca de niquel no solo tem efeito sinérgico sobre a absor¢éo de K,
Ca, S, Ni, Fe e Mn, e efeito antagbnico a absor¢do de Mg, Cu e Zn em J. curcas até a dose de

100 mg de Ni Kg* em Latossolo Vermelho distroférrico.
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CAPITULO 4: CRESCIMENTO, DISTRNIBUIQAO E ACUMULACAO DE COBRE
EM PINHAO-MANSO

Resumo - A contaminacdo dos solos por cobre tem se agravado devido a utilizacdo de maneira
indiscriminada do lodo de esgoto, 4guas residuérias e pesticidas a base de cobre na agricultura.
Assim, tecnologias de baixo custo e que sejam ambientalmente aceitas pela sociedade devem
ser aplicadas a fim de despoluir essas areas. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma
espécie que tem sido apontada em alguns trabalhos por sua capacidade de crescer em solos de
baixa fertilidade e com alta concentracdo de metais. Nesse sentido, objetivou-se com este
trabalho analisar os efeitos das doses 0; 17,5; 35,0; 60,0; 100,0; 200,0 e 400,0 mg de Cu Kg*
sobre a germinacdo, desenvolvimento de mudas e de plantas adultas da espécie, a fim de
caracterizar seu potencial para fins de fitorremediagdo. O pinh&o-manso apresentou baixa
tolerancia ao cobre, sendo capaz de acumular o teor maximo de 107,88 mg Kg™ nas raizes.
Quanto menor a fase de desenvolvimento da espécie, maior é o dano causado pelo cobre e mais
rapidamente sdo observaveis os sintomas de fitotoxidez, devido a maior absorcao e translocacdo

nos tecidos jovens.

Palavras-chave: Jatropha curcas L.; metal pesado; poluicao do solo.

GROWTH, DISTRIBUITION AND ACCUMULATION OF COPPER IN PHYSIC
NUT

Abstract - Soil contamination by copper has increase because inappropriate use of sewage
sludge, wastewater and copper-based pesticides in agriculture. Thus, low-cost technologies that
are environmentally accepted by society should be applied to clean up these areas. The physic
nut (Jatropha curcas L.) is a species that has been implicated in some studies for their ability
to grow in low fertility soils with high metal concentration. In this sense, the aim of this work
was to analyze the effects of doses 0; 17.5; 35.0; 60.0; 100.00; 200.0 and 400.0 mg Cu Kg*on
germination, seedling development and adult plants of the species in order to characterize their
potential for phytoremediation purposes. The physic nut showed low tolerance to copper, being
able to accumulate the maximum level of 107.88 mg kg™ in the roots. The lower stage of
development of the species, the greater the damage caused by copper and soon the symptoms
of toxicity symptoms are observable due to higher absorption and translocation in young tissues.
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Key words: Jatropha curcas L.; heavy metal; soil poluion.

INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um elemento amplamente distribuido na natureza, podendo ser
encontrado naturalmente em rochas, solo, &gua e ar. Trata-se de um micronutriente essencial as
plantas que desempenha um importante papel nos processos fisiologicos redox como a
fotossintese, respiracdo, desintoxicacdo de radicais superdxido e lignificacdo (Kirkby;
Rdmbheld, 2007). Em niveis acima dos ideais, 0 cobre torna-se tdxico, causando inibigdo do
crescimento vegetal por alterar processos respiratérios, fotossintéticos, atividade enzimatica,
replicacdo do DNA e a desestabilizar a integridade das membranas celulares (Alaoui-Sosse et
al., 2004).

Devido a ampla utilizacdo do cobre na formulacdo de pesticidas e da aplicacdo de lodo
de esgoto e aguas residuarias na agricultura, niveis de cobre acima dos ideais tém sido relatados
em areas de solo agricultavel (Xu et al., 2006). Para que estas areas voltem a ser produtivas, é
necessario que elas sejam recuperadas. Dentre as técnicas para remogdo de metais do ambiente,
a fitorremediacdo € uma tecnologia de baixo custo (Weis; Weis, 2004), que além de revegetar
areas onde a maioria das culturas convencionais ndo sdo capazes de se estabelecer, também
diminui a dispersdo dos contaminantes, minimiza a erosdo do solo e a lixiviacdo de seus
nutrientes, além de recompor a paisagem (Caires et al., 2011).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie pertencente a familia
Euphorbiaceae, que é utilizada economicamente para extracdo de 6leo de suas sementes para
producdo de biodiesel e que tem sido apontada em diversos trabalhos como resistente a solos
pobres (Saturnino et al., 2005) e com alta concentracdo de metais (Kumar et al., 2008;
Mangkoedihardjo; Surahmaida, 2008; Ghavri; Singh, 2010). As informagdes contidas nesses
trabalhos ddo indicios de que a espécie poderia ser utilizada com sucesso para fins de contencéo
ou descontaminacdo de areas com elevada concentracdo de Cu. Todavia, ainda se faz necessario
estudos que correlacionem qual a quantidade maxima do metal tolerada pela espécie, qual o
principal 6rgdo de reserva, e quanto a espécie é capaz de extrair durante seu desenvolvimento.

Nesse sentido, foi realizado um estudo em condicdo de cultivo protegido, com a
finalidade de avaliar o desempenho de J. curcas, em diferentes fases do desenvolvimento, sob
doses elevadas de Cu no solo a fim de poder realizar sua caracterizacdo como especie

fitoremediadora para este metal.
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MATERIAL E METODOS

Tratamentos e delineamento experimental

Foram desenvolvidos trés experimentos simultaneos com a espécie J. curcas, para
analisar os efeitos do cobre nas fases de germinacéo, crescimento inicial (plantas jovens com 8
meses ap0s a semeadura) e na fase adulta (plantas com dois anos e seis meses de idade) durante
0 ano de 2013, que simulavam contaminacfes periodicas por Cu no solo, em uma forma
prontamente absorvivel pela planta.

Os experimentos foram desenvolvidos na UNESP/ Faculdade de Engenharia de Ilha
Solteira — Campus II (20° 25° 9,4” S e 51° 20” 23” W), 380 metros de altitude, em casa de
vegetagao tipo pad fan com 100 m?, e 5 m de altura, produzida em aco galvanizado e revestida
por placas de policarbonato com espessura de 1,2 cm. As temperaturas minimas e maximas
(noturna/ diurna) variaram entre 15 e 30°C durante o periodo experimental.

No primeiro experimento, sementes provenientes de frutos secos de J. curcas foram
embebidas por 24 horas em solugéo aquosa de sulfato de cobre nas doses 0; 17,5; 35; 60; 200 e
400 mg de Cu dm™ e dispostas em bandejas contendo areia lavada, onde foram mantidas por
35 dias. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com oito blocos de
25 sementes cada.

No segundo experimento, mudas de J. curcas com com 30 dias ap6s a germinagao,
semeadas em vermiculita, medindo cerca de 10 cm de altura e contendo de 2 a 3 folhas
verdadeiras completamente expandidas foram transplantadas para sacos plasticos, com
capacidade para 4Kg de solo. Vinte dias apos o transplante, foram iniciados os tratamentos, 0s
quais foram estabelecidos por meio da aplicacdo de sulfato de niquel ao solo nas doses totais
de 0; 17,5; 35; 60; 200 e 400 mg de Cu Kg*de solo. A aplicacdo foi realizada em trés
parcelamentos mensais de maio a julho de 2013, e a dose estabelecida em cada tratamento ap6s
pesagem, foi diluida em um litro de 4gua a fim de facilitar a aplicacdo e a homogeneizagédo ao
solo de cultivo. As plantas foram mantidas até o més de dezembro neste solo. O delineamento
experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cdes de duas plantas.

No terceiro experimento, foram analisados os efeitos das doses 0; 17,5; 35; 60; 200 e
400 mg de Cu Kg* de solo, sobre plantas adultas de J. curcas com dois anos de idade, as quais
estavam em vasos contendo vermiculita. As plantas foram podadas, mantendo-se apenas dois
ramos principais, com 60 cm de altura e transplantadas para vasos de com capacidade para 20

Kg contendo solo. Trinta dias ap6s a poda, foram aplicadas as doses de cobre por meio de
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sulfato de cobre, solubilizado em &gua ap6s pesagem dos respectivos tratamentos. As doses
foram parceladas em trés vezes, com intervalos de 30 dias entre cada aplicacdo de maio a julho
de 2013. As plantas foram mantidas até o més de dezembro neste solo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢fes de duas plantas cada.

O solo utilizado no segundo e terceiro experimentos foi um Latossolo Vermelho
Distroférrico, de textura franco-argilosa, coletado na camada de 0 — 20 cm de profundidade com
as seguintes caracteristicas quimicas: P-resina 92,7 mg dm3; matéria orgénica 6,5 g dm™; pH
(CaCly) 5,2; K 0,38 mmol.dm?; Ca 40,8 mmol.dm®; Mg 4,8 mmol.dm™3; H+Al 18,54
mmolc.dm3; Al 0,47 mmol.dm3; Cu 0,7 mgdm3; Fe 12,5 mg dm=; Mn 10,5 mg dm; Zn 1,7mg
dm=e Ni 0,01 mg dm=, ao qual foi adicionado 295,5 g m= de calcario dolomitico PRNT 90%,
e apos 30 dias de incubagc&o, foi adicionado 830 g m de super fosfato simples, e 650 g m= de

cloreto de potassio.

Analise dos parametros de crescimento

No primeiro experimento a germinagao foi analisada diariamente entre o 5° e 35° dia
apos a semeadura, considerando como germinadas, plantulas cujo epicétilo emergiu acima do
nivel do substrato. Ao final dos 35 dias foi calculada a porcentagem de germinacéo e o indice
de velocidade de emergéncia (IVE) através da formula: IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn.
Onde: E1, E2,... En corresponde ao nimero de plantulas emergidas na primeira contagem, na
segunda contagem e assim sucessivamente até a Gltima contagem, e N1, N2,... Nn refere-se ao
namero de dias apds a semeadura & primeira, segunda e Ultima contagem (Maguire, 1962). As
plantulas foram coletadas, lavadas em agua corrente, e aferidas quanto a altura e a massa seca
das plantulas.

No segundo experimento, ap6s oito meses de cultivo foram obtidos dados de altura,
didmetro em nivel do solo, nimero de folhas completamente expandidas e indice SPAD
(Minolta, modelo SPAD-502) através da média de trés folhas da porcdo mediana da planta. Ao
final do periodo experimental foram obtidas as massas fresca e seca das folhas, caule e raizes
das plantas.

Nas plantas adultas, ao final de oito meses foram analisados o diametro do caule em
nivel do solo, o indice SPAD atraves da média de trés folhas adultas da por¢do mediana da

planta e as massas fresca e seca total, bem como das folhas, caule e raizes.
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Para determinacdo das massas secas, 0 material vegetal coletado, foi lavado em &gua
corrente, separado em raiz, caule e folhas, acondicionado em sacos de papel e levado a estufa

com circulacdo forcada de ar a 70°C, até massa constante.

Analise quimica dos tecidos vegetais

Para analise quimica de Cu 250 mg do material vegetal seco e moido, passado por
peneira com malha de 20 mesh, foi misturado a 6 mL de &cido nitrico perclorico (HNOs e
HCIO4) na proporcao de 2:1 (v/v), digerido em bloco digestor aberto a 210 °C por cerca de duas
horas até que o material se tornasse incolor. Apos resfriamento, o volume foi completado com
agua deionizada para 25 mL e em seguida analisado por espectrometria de absorcéo atdmica,
em equipamento da marca Varian modelo 55B, com base em uma curva analitica (Malavolta et
al., 1997).

Com os dados de massa seca e teores de cobre na planta, calculou-se o acimulo , indice
de absorcéo e translocacdo para a espécie. O acimulo (A) do Cu nas folhas, caules e raizes das
plantas (mg) foi calculado pela expressdo A = (MSC, ou MSF ou MSR (mg) x Concentracdo
do elemento (mg de Cu Kg™)) / 1000, onde MSC corresponde & massa seca dos caules; MSF a
massa seca das folhas e MSR a massa seca das raizes. A quantidade total de Cu acumulada na
planta foi calculada pelo somatorio das quantidades
acumuladas destes elementos em cada parte da planta. O indice de translocacdo (IT) dos
elementos, dado em porcentagem, foi calculado utilizando-se a equacdo, IT = (Quantidade
acumulada na parte aérea /Quantidade acumulada na planta) x 100 (Abichequer; Bohnen, 1998).
A eficiéncia de absor¢do de Cu (EAP, mg g) foi calculada através da expressdo EAP =

(conteddo total de Cu na planta, mg)/ (massa seca do sistema radicular, g) (Swiader et al., 1994).

Analise quimica do solo

O solo foi seco ao ar, triturado e peneirado em malha de 2mm. Para extragédo do Cu, 10
g de solo foram homogeneizados em 20 mL da solucdo extratora pH 3,0, agitado por duas horas
em mesa agitadora a 220 rpm, e filtrado em papel de filtro quantitativo faixa azul de gramatura
85 g m?2 e 2,0 micras de porosidade. Para preparo da solucdo extratora 14,92 g de
triethanolamina (TEA), 1,97 g de &cido dietilenotriaminopentaacético (DTPA) e 1,47 g de
cloreto de célcio (CaCl2.2H,0) foram homogeneizados e o volume foi completado para 1 litro
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com &gua deionizada, ajustando-se o pH para 3,0 com &cido cloridrico (HCI) 0,1M. O filtrado
foi analisado quimicamente por espectrometria de absor¢do atbmica em equipamento da marca

Varian, modelo 55B, e comparado a uma curva padrao do elemento (Raij et al., 2001).

Anadlise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F em nivel de 5%
de probabilidade e os resultados significativos foram analisados por meio de regresséo linear e
quadrética também em nivel de 5% de probabilidade, a fim de se detectar as tendéncias de
crescimento e absorcdo de minerais em funcdo das doses de niquel aplicadas. Os teores de Ni
aplicados foram correlacionados através da analise de correlacdo Pearson em nivel de 5% de
probabilidade, aos teores encontrados no solo e nas diferentes partes da planta ao final do
periodo experimental (Ferreira, 2011). Os resultados cujos coeficientes de varia¢do (CV) foram
superiores a 30% foram transformados para Vx a fim de manter a homo geneidade das variancias

e permitir a analise paramétrica dos dados (Pimentel-Gomes, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo de doses crescentes de Cu causaram reducdo da porcentagem e atraso da
germinacao, registrado através da diminuicdo gradual do indice de velocidade de emergéncia
(Figura 1). Nas doses 200 e 400 mg de Cu dm™ n&o houve germinagdo, ndo sendo possivel
obter plantas para realizar as medidas de altura e massa de plantulas. Assim, a analise de
regressao da altura e da massa média de plantulas foi calculada com a dose maxima de 60 mg
de Cu dm (Figura 1). Moccifora e Bellani (2013) relataram que doses de cobre acima de 0,3177
mg dm (5x10 M) blogueiam a mobilizacdo de proteinas e inibem a sintese de novas enzimas
nos cotilédones de Vicia sativa L. reduzindo a divisao celular e impossibilitando a emissdo da
radicula, e portanto da germinacdo, semelhante ao encontrado neste estudo. Além de reduzir a
divisdo celular, o cobre em excesso inibe a atividade das enzimas a-amilase e invertase,
afetando, dessa forma a mobilizacdo de reservas nutritivas e a absor¢do de agua nos tecidos
(Sethy; Ghosh, 2013). Em Vigna radiata L. 63,5 mg dm (1000tM) néo alteram a germinag&o,
mas reduziram a altura das plantulas, uma vez que houve diminuicdo da divisdo celular
causando efeitos clastogénicos e aneugénicos (Verma et al., 2011). Em trigo, doses a partir de
5 mg dm causaram reduc&o da germinagdo e do comprimento da radicula (Singh et al., 2007).
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Figura 1 — Porcentagem de germinacédo (a), indice de velocidade de emergéncia (b), altura
média (c) e massa seca (d) de plantulas de Jatropha curcas L. em funcdo de doses crescentes
de cobre. *indica equagdes de regressdo significativas a p<0,05 e ** p<0,01.

A altura das plantulas ndo foi influenciada pelos tratamentos realizados, entretanto a
massa das plantulas aumentou gradualmente em fungéo da aplicacdo de cobre (Figura 1). Por
ser um metal de alta densidade, é possivel que a maior absorcdo e acumulo de cobre nas
plantulas dos tratamentos de doses mais elevadas tenham influenciado no aumento da massa
observada.

Os teores totais de cobre encontrados no solo, apds a colheita das plantas jovens,
correspondentes aos tratamentos 0, 17,5; 35,0; 60,0 e 200,0 mg de Cu Kg*! foram,
respectivamente, 1,02; 1,14; 2,70; 3,82 e 81,14 mg de Cu Kg*. No solo onde foram cultivadas
as plantas adultas, os teores totais finais correspondentes aos tratamentos 0, 17,5; 35,0; 60,0;
200,0 e 400,0 mg de Cu Kg* foram 0,46; 5,03; 6,60; 18,62; 21,56 e 296,56 mg de Cu Kg
(Figura 2). De acordo com a legislacéo utilizada pela Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental do Estado de Sdo Paulo — CETESB, que adota como referéncia de qualidade dos
solos no Estado o valor de 35 mg de Cu Kg, dois dos teores encontrados sdo considerados

perigosos ao meio ambiente, pois além de ultrapassarem o valor de referéncia de qualidade,
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encontram-se também acima do valor de prevencéo, que é de 60 mg Kg™. Teores de cobre
acima valor de prevencgdo diminuem a qualidade e restringem as fungdes do solo e por isso,
medidas de contencdo do metal poluente devem ser tomadas com monitoramento constante da
area (Séao Paulo; Cetesb 2014).
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Figura 2 — Teores de cobre no solo ap6s 8 meses de cultivo de plantas jovens, com oito meses
apos a germinacdo (a) e adultas, com dois anos e seis meses ap6s a germinacéo (b) de Jatropha
curcas L. em funcdo da aplicacdo de doses de cobre. **indica equacdes de regressao
significativas a p<0,01.

A aplicacio do segundo parcelamento da dose 400 mg de Cu Kg* causou a morte de
90% das plantas jovens. Por esse motivo, a analise estatistica dos dados deu-se até a dose
méaxima de 200 mg de Cu Kg®. Além da alta mortalidade, nas plantas jovens, os sintomas
visuais de toxidez por cobre puderam ser visualizados 15 dias apds a aplicacdo da segunda
parcela dos tratamentos de 200 e 400 mg de Cu Kg*. No experimento realizado com plantas
adultas ndo ocorreu mortalidade, mesmo no tratamento de maior dose. Entretanto, 15 dias apds
a aplicagdo do terceiro parcelamento das doses de 200 e 400 mg de Cu Kg* foram visualizados
sintomas de toxidez tipicos causados pelo cobre que incluiram queda acentuada de folhas,
encarquilhamento, necrose do limbo foliar e formacéo apical de roseta (Figura 3). Alguns
autores relatam sintomas de toxidez por cobre, que ndo foram observados no presente trabalho,
que incluem clorose internerval, causada pela deficiéncia induzida por ferro; engrossamento,
menor desenvolvimento e oxidacdo das raizes (Soares et al., 2000; Verma et al., 2011; Silva et
al., 2013). Chaves et al. (2010) n&o visualizaram qualquer sintoma de toxidez por cobre em
pinhdo-manso até os 110 dias apés a semeadura em plantas cultivadas em neossolo
quartzarénico, com doses de até 100 mg de Cu Kg*, o que certamente é um reflexo dos baixos
teores foliares relatos pelo autor. Por outro lado, ha espécies muito sensiveis ao cobre como
Eucalyptus urophylla e Eucalyptus maculata comegam a exibir sintomas de fitotoxidez a partir
de 2,33 mg de Cu Kg* (Soares et al., 2000).
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(@) (b)

Figura 3 — Aspecto geral de folhas de plantas adultas de Jatropha curcas L. com sintomas de
toxidez por cobre nas doses de 200 mg de Cu Kg (a) e 400 mg de Cu Kg* (b). Observar aspecto
necrdtico em (a) e encarquilhamento e apice em roseta em (b).

A aplicacdo de cobre reduziu linearmente o nimero e a massa fresca de folhas, bem
como a massa fresca total das plantas jovens, uma vez que trata-se de um parametro interligado
a massa fresca foliar. Comparativamente ao tratamento controle (0 mg de Cu Kgt), a queda de
folhas na dose de 200 mg de Cu Kg™* foi de 30%, e a massa fresca foi diminuida em 43,57%.
Os parametros de altura, didmetro, indice SPAD, massa fresca e seca do caule e das raizes e a
massa seca total ndo foram alteradas pelos tratamentos efetuados (Tabela 1). Chaves et al.
(2010) também verificaram que a aplicacdo de cobre até 100 mg de Cu Kg?, ndo causou
alteracdes na altura do pinhdo-manso, mas houve reducdo no diametro, na area foliar, e nas
massas secas de folhas, caules e raizes.

Assim como nas plantas jovens, também as massas fresca e seca foliar das plantas
adultas foram reduzidas em funcdo da aplicacdo de Cu. A queda acentuada de folhas nos
tratamentos com doses mais altas de cobre contribuiu para este resultado (Tabela 2). A reducéo
das massas foliares também é explicada pela diminuicdo da area foliar nos tratamentos de dose
mais elevada, conforme relatado por Chaves et al. (2010). Nas plantas adultas, a massa fresca
foliar na dose de 400 mg de Cu Kg™ foi 54,37% menor que a massa do tratamento controle.
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Tabela 1 — Médias de altura, diametro, nimero de folhas, indice SPAD e massas fresca e seca
nas diferentes partes de plantas jovens de Jatropha curcas L., apos oito meses de cultivo sob a
aplicacdo de doses crescentes de cobre.

. Massa fresca Massa seca
. Altur Diamet o
Dose aplicada ro N° de indice Folh Caul Raiz Total Folh Caul Raiz Tota
Folhas SPAD as e es as e es |
(mg Kg™) (cm) (mm) @
0 56,75 21,05 19,6 35,29 63,89 87,0 3445 1854 7,89 17,2 9,81 348
7 9
17,5 52,40 20 19,7 35,22 57,31 815 32,86 171,7 10,06 185 755 36,1
8 4 1
35,0 55,90 18 16,3 34,66 46,46 68,7 21,14 136,3 9,09 16,7 6,44 322
2 2 7 9
60,0 56,85 19,5 18,1 36,59 56,01 79,4 34,42 1699 959 18,1 794 356
3 4 5 9
200,0 39,00 16,6 13,8 30,93 36,08 58,8 28,38 1233 7,07 121 7,2 26,3
8 5 7
CV (%) 21,35 20,28 23,75 14,73 17,78 19,0 23,12 17,29 18,93 22,0 23,62 18,7
1 1 01 1 1 1 71 1 01
Valor de Fpara  2,31™ 2,05™ 3,58" 1,770 3,81 1,95 213" 2,73" 1,48™ 151" 1,17" 1,14
dose * ns s s s s
Regressdo linear  7,74" 5,97* 11,32" 5,12* 11,6 579 041" 6,61° 231™ 4,99" 0,74" 3,67"
* * * S s s
Regressao 0,90™ 0,33 0,17m 1,27 0,22 0,12" 0,27 0,22" 2,05 0,61" 1,28" 0,22"
S S S S S S

quadratica
Walor transformado para Vx. * e ** indicam valores de F significativos a p<0,005 e p<0,001 e ™ indica valores
n&o significativos pelo Teste F p<0,005.

Tabela 2 — Médias de massa fresca (MF) e seca (MS) total e das diferentes partes de plantas
adultas de Jatropha curcas L. apds oito meses de cultivo sob a aplicacdo de doses crescentes
de cobre. Ilha Solteira — SP, 2013.

Massa Fresca Massa seca

Dose Folhas Caule Raizes Total Folhas Caule Raizes Total
(MIKG?Y) e () B e e

0 202,81 695,12 603,18 1428,06 65,49 218,07 187,35 470,91
17,5 193,80 708,93 569,54 1426,81 71,29 200,28 195,17 466,74
35,0 203,79 739,87  458,6 1317,65 67,71 212,28 124,09 404,08
60,0 201,41 631,8 474,98 1212,02 66,22 182,41 145,29 393,92
200,0 174,66 733,14 547,14 1429,2 69,52 232,98 170,07 472,58
400 92,53 461,13 390,36 922,75 34,64 129 126,04 289,68
CV (%) 26,37 23,84 22,83 22,43 22,11 27,71 22,271 23,94

Valor de F paradose 4,26™ 2,24 2,37™ 2,38 4,99™ 2,31m™ 1,563 2,56m
Regressdo linear 19,71  6,86" 5,29" 7,14" 18,25  5,33" 2,36™ 6,78"
Regressdo quadratica 1,4 2,40 0,22 1,61 5,80" 3,3™ 0,008 1,81

Walor transformado para \x. * e ** indicam valores de F significativos a p<0,005 e p<0,001 e ™ indica valores
ndo significativos pelo Teste F p<0,005.

Observando-se os dados de crescimento na germinagéo (Figura 1), crescimento inicial
(planta jovem) (Tabela 1) e fase adulta (Tabela 2), vé-se que o pinhdo-manso é mais sensivel a
presenca de cobre quanto mais jovens sdo o0s tecidos. Tecidos jovens e em pleno

desenvolvimento vegetativo, apresentam maior eficiéncia de absorcao e translocacdo do cobre
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conforme observados através das comparacGes dos valores médios desses inidices nas plantas
jovens e adultas de pinhdo-manso. Comparando-se os valores obtidos para a eficiéncia de
absorc&o e para o indice de translocacio na dose de 200 mg de Cu Kg*tem-se 171,53 mgg*e
39,85% nas plantas jovens, e apenas 35,95 mg gt e 7,92 % nas plantas adultas (Figura 4). Dessa
forma, os maiores teores de cobre encontrados na parte aérea, causam danos as membranas
celulares, principalmente aos tecidos mais jovens, induzidos pelo aumento das espécies reativas
de oxigénio (Sethy; Ghosh, 2013). De acordo com Singh (2005), os metais pesados exercem
efeitos diferentes em fases distintas do desenvolvimento vegetal. Nas plantas jovens, devido ao
maior investimento em crescimento vegetativo, ha uma maior transferéncia de cobre no sistema
solo-planta, 0 que consequentemente acarretaria em niveis mais elevados do metal nas folhas
causando toxidez e impedindo a expansdo celular dos tecidos em desenvolvimento
proporcionando atraso no desenvolvimento vegetal, e dependendo da dose, causando sua morte

(Singh, 2005; Bouazizi et al., 2010), assim como constatado no presente trabalho.
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Figura 4 — Absorcéo e translocagédo de cobre em plantas jovens e adultas de Jatropha curcas
L. em funcdo da aplicagcdo de cobre no solo. **indica equacdes de regresséo significativas a
p=<0,01.
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Os teores de cobre encontrados nas folhas, caule e raizes de plantas jovens aumentaram
em funcdo das maiores doses de cobre aplicadas. Nas plantas adultas, a aplicacdo de cobre
aumentou os teores no caule e nas raizes, mas ndo causou alteracdo nos teores foliares (Figura
5), devido a baixa trasnlocacdo destas plantas. Tendéncias de aumento com mesmo
comportamento nos teores nas diferentes partes na mesma espécie foram relatados também por
Chaves et al. (2010), bem como em outras espécies como o cedro rosa (Cedrella fissilis Vell.)
(Caires et al., 2011) e Eucalyptus urophylla e Eucalyptus maculata (Soares et al., 2000).
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Figura 5 — Teor de cobre em plantas jovens e adultas de Jatropha curcas L. em fun¢édo de doses
de cobre aplicadas. **indica equagdes de regressao significativas a p<0,01.

Somando-se os teores encontrados nas folhas e caule, em cada um dos tratamentos, tem-
se os teores de 12,34; 14,58; 16,16; 26,18 e 44,16 mg de Cu Kg™ na parte aérea das plantas
jovens e 18,00; 14,00; 10,00; 14,00; 10,00 e 47,50 mg de Cu Kg* nas plantas adultas. Teores
na matéria seca da parte aérea entre 20 e 100 mg de Cu Kg* sdo considerados toxicos para um
grande nimero de espécies vegetais (Kabata-Pendias; Pendias, 1985) e confirmam os sintomas
visuais de toxidez descritos no presente trabalho, demonstrando que o pinhdo-manso ndo é uma
planta tolerante ao cobre.

Os maiores teores de cobre, bem como o maior acimulo deste elemento deu-se nas
raizes, seguido do caule e das folhas (Figura 6). Este resultado contrasta com a prioridade do
orgdo de acumulo descrita por Chaves et al. (2010) que apesar de verificarem maiores teores de
cobre nas raizes, registraram os acimulos em rela¢do aos 6rgdos com a seguinte ordem de

prioridade: folha > raiz > caule. O maior acimulo de cobre nas raizes, em detrimento as partes
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aéreas € um mecanismo de toleréncia desenvolvido pelas plantas para reduzir os efeitos de
estresse causado pelos metais pesados (Yureki; Porgali, 2006). Além disso, Kabata-Pendias e
Pendias (1992) ressaltam que o cobre ndo é um elemento prontamente movel na planta,
permanecendo fortemente ligado as paredes celulares das raizes. Essa forte ligacdo nas raizes,
reduz a mobilidade desse elemento, mesmo com um nivel alto de cobre no solo, e assim como
no presente estudo, comportamento de trasnlocacdo semelhante foi verificado na mesma

espeécie por Chaves et al. (2010).
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Figura 6 — Acumulo total de cobre em folhas, caule e raizes de plantas jovens e adultas de
Jatropha curcas L., ap6s oito meses de cultivo em Latossolo contaminado por cobre. **indica
equagoes de regressao significativas a p<0,01.

A retencdo de cobre no sistema radicular, e 0 aumento de sua concentragdo em funcao
da aplicacdo de doses externas no sistema radicular, também foi relatado em outras espécies
como feijoeiro (Bouazizi et al., 2010), couve-flor (Chatterjee; Chatterjee, 2000) e Brassica
pekinensis (Xiong et al., 2006). A retencdo do elemento tdxico nas raizes, agregado ao rapido
desenvolvimento vegetativo, e aumento nos teores em funcdo das maiores concentracdes no
solo séo caracterisicas desejaveis a uma espécie fitoextabilizadora (Caires et al., 2011) e foram
observadas no presente trabalho em plantas jovens e adultas de pinhdo-manso. Todavia, 0s
teores maximos encontrados nas raizes foram 107,88 e 67,50 mg Kg, em plantas jovens e
adultas, respectivamente, valores esses até 15 vezes inferior aos relatados em cedro-rosa (Caires
et al., 2011), e cerca de trés vezes inferior aos relatados em timbaluva (Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) Morong) e pata-de-vaca (Bauhinia forficata Link) (Silva et al., 2015)
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as quais sdo espécies com potencial para fins de fitoextabilizacdo. Nesse sentido, e
considerando-se os sintomas de toxidez observados, o pinhdo-manso, ndo é uma espécie

indicada para revegetar areas com alta concentracdo de cobre no solo.

CONCLUSAO

O pinhdo-manso é mais sensivel ao cobre quanto mais jovens sdo os tecidos devido a
maior absorcdo e translocagdo do cobre para a parte aérea. Doses a partir de 17,5 mg de Cu Kg’
! reduzem a germinagéo, 100 mg de Cu Kg* apresentam sintomas foliares de toxidez em folhas
jovens e a partir de 200 mg de Cu Kg* os sintomas sdo observados em plantas adultas. O cobre
é acumulado prioritariamente nas raizes, seguido do caule e das folhas, e a adicdo externa de
cobre reduz o indice de trasnlocagdo deste elemento. Devido aos baixos teores acumulados nos
tecidos, 0 pinhdo-manso ndo € uma espécie indicada para fins de fitorremediacdo em Latossolo

Vermelho Distroférrico.
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CAPITULO 5: NUTRICAO MINERAL DE PINHAO-MANSO EM LATOSSOLO
CONTAMINADO POR COBRE

Resumo - Metais pesados tal como o cobre interferem na absorcéo e transporte de nutrientes
essenciais causando deficiéncias ou toxidez na composigdo mineral de plantas. O pinh&do-manso
(Jatropha curcas L.) é uma espécie com potencial para ser cultivada em areas contaminadas
por esse metal, entretanto, as interacdes do cobre com outros macro e micronutrientes essenciais
nesta espécie ainda precisam ser estudadas. Nesse sentido, foram realizados dois experimentos
adicionando-se as doses 0; 17,5; 35,0; 60,0; 200,0 e 400,0 mg de Cu Kg* de solo, a fim de
verificar os efeitos do cobre sobre a absorcdo e translocacdo de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn
e Zn em duas fases distintas do desenvolvimento da planta. J. curcas apresenta maior tolerancia
ao cobre na fase adulta devido & menor translocacéo do cobre para a parte aérea. A presenca
em excesso de Cu reduz a absorcéo de K. A aplicacdo de Cu em doses superiores a 110 mg de
Cu Kg* reduz a absorcéo de P e Fe, e acima de 250 mg de Cu Kg™ a diminui a translocacéo de

N. Os teores de S, Zn e Mn foliar sofrem aumento em funcédo da aplicacdo de Cu.

Palavras- chave: Jatropha curcas L. Interacdo entre nutrientes. Metal pesado.

MINERAL NUTRITION OF PHYSIC NUT IN OXISOIL CONTAMINED BY
COPPER

Abstract:

Heavy metal by copper change the absorption and translocation of essential nutrients causing
deficiency or toxicity in the plant mineral composition. Physic nut (Jatropha curcas L.) is a
specie with potential for cultivation in contamined areas by this metal, however, the copper
interactions with others macro or microelements can be studied. In this sense, two experiments
were conduced adding the doses 0; 17,5; 35; 60; 200 e 400 mg Cu Kg* of soil, in order to verify
the effects of copper on the absorption and translocation of N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn and
Zn in two distinct phases plant development. J. curcas showed more tolerance by copper in the
adult phase, because lower copper translocation by shoot. The excessive presence of Cu
decrease the absorption of K. The Cu application in doses greater 110 mg Kg decrease the P
and Fe absorption, and above 250 mg Kg* decrease the translocation of N. Foliar levels of S,

Zn e Mn increased by applying Cu.
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INTRODUCAO

Nas plantas o cobre € um micronutriente essencial que desempenha um importante papel
nos processos fisiologicos redox (Kirkby; Romheld, 2007), mas em quantidades elevadas torna-
se um problema para a agricultura e para 0 meio ambiente, acumulando-se no sistema radicular
e causando problemas de fitotoxidez para o vegetal (Yan et al., 2006).

Devido a ampla utilizacdo do cobre na formulacdo de pesticidas e da aplicacdo de lodo
de esgoto e aguas residuarias na agricultura, niveis de cobre acima dos ideais tém sido relatados
em areas de solo agricultavel (Xu et al., 2006). A presenca em altas concentracdes desse metal
pode alterar a absor¢do de outros macro e micronutrientes essenciais ao desenvolvimento
vegetal, devido as interacGes entre 0s ions presentes na solucao do solo (McBride, 1989). Tais
alteracdes, podem reduzir a produtividade, além de serem danosas a salde humana, caso 0s
metais pesados presentes sejam absorvidos e acumulados em culturas de uso alimentar
provocando problemas hepaticos em humanos (Cetesb, 2012) e em animais (Vasquez et al.,
2001). Por isso, espécies com potencial fitorremediador devem ser estudadas a fim de analisar
as quantidades maximas toleradas e as inter-relagdes com outros minerais, em diferentes fases
de seu desenvolvimento e tipo de solo.

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie da familia Euphorbiaceae, utilizada
comercialmente para extracdo de 6leo para producdo de biodiesel, e que tem sido relatado em
varios trabalhos como uma espécie com grande capacidade de crescimento em solos pobres e
com alta concentracdo de metais (Kumar et al., 2008; Ghavri; Singh, 2010; Mangkoedihardjo;
Surahmaida, 2008). Devido a essa caracteristica, 0 pinhdo-manso é considerada uma espécie
promissora em trabalhos cuja finalidade € o tratamento de areas contaminados por cobre, uma
vez que o metal absorvido ndo entraria na cadeia alimentar humana. Todavia, estudos basicos
sobre fitotoxicidade desse metal, sobre essa espécie, e as interacfes deste metal com outros
elementos essenciais, ainda precisam ser realizados, a fim de conhecer melhor os padrdes de
absorcéo, translocacéo e acumulo de ions metalicos e sintomas de fitotoxidez causados pelo
proprio elemento (Ahmad et al., 2011), bem como as rela¢Ges de antagonismo ou sinergismo
existentes entre este elemento e outros macro e micronutrientes essenciais ao desenvolvimento

da especie.
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Com base no exposto, objetivou-se através deste trabalho verificar os efeitos que doses
excessivas de cobre causam na absorgéo e translocacdo de macro e micronutrientes essenciais

em J. curcas, em duas fases distintas de seu desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Tratamentos e delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos simultaneos utilizando plantas jovens, 30 dias apos
a germinacdo, e adultas, com dois anos de idade, de Jatropha curcas L. Os dois experimentos
foram realizados simultaneamente, no ano de 2013, na UNESP/ Campus de Ilha Solteira (20°
259,47 S e 51°20° 23” W), 380 metros de altitude, em casa de vegetacdo tipo pad fan com
100 m?, e 5 m de altura, produzida em ago galvanizado e revestida por placas de policarbonato
com espessura de 1,2 cm. As temperaturas minimas e maximas variaram entre 15 e 30 °C
durante o periodo experimental.

Utilizou-se um Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura franco-argilosa, coletado na
camada de 0 — 20 cm de profundidade com as seguintes caracteristicas quimicas: P-resina 92,7
mg dm3; matéria organica 6,5 g dm; pH (CaCl) 5,2; K 0,38 mmol.dm3; Ca 40,8 mmol.dm’
3 Mg 4,8 mmolcdm3; H+Al 18,54 mmolc.dm3; Al 0,47 mmol.dm™®; Cu 0,7 mg dm; Fe 12,5
mg dm; Mn 10,5 mg dm; Zn 1,7mg dm e Ni 0,01 mg dm, ao qual foi adicionado 295,5 g
m-3 de calcario dolomitico PRNT 90%, e apds 30 dias de incubagéo, foi adicionado 830 g m™
de super fosfato simples, e 650 g m= de cloreto de potéssio.

Na implantacdo do primeiro experimento, mudas da espécie J. curcas, com 30 dias ap6s
a germinacao, inicialmente semeadas em vermiculita, medindo cerca de 10 cm de altura e
contendo de 2 a 3 folhas verdadeiras completamente expandidas, foram transplantadas para
sacos plasticos, com capacidade para 4Kgde solo. Vinte dias apds o transplante, foram iniciados
o0s tratamentos, por meio da aplicacédo liquida de sulfato de cobre ao solo nas doses totais de O;
17,5; 35; 60; 200 e 400 mg de Cu Kg™* de solo. A aplicacio foi realizada em trés parcelamentos
mensais de maio a julho de 2013 e as plantas foram mantidas até o més de dezembro neste solo,
totalizando oito meses de tratamento. O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado, com 10 repeti¢des de duas plantas cada.

No segundo experimento, plantas adultas de J. curcas com dois anos de idade as quais

estavam em vasos contendo vermiculita, foram podadas, deixando-se apenas dois ramos
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principais com 60 cm de altura, e transplantadas para vasos com capacidade para 20 Kg de solo.
Trinta dias ap6s o transplante, iniciou-se a aplicacao dos tratamentos nas doses totais 0; 0; 17,5;
35; 60; 200 e 400 mg de Cu Kg™ de solo. Os tratamentos foram aplicados na forma de soluc&o
de sulfato de cobre, em trés parcelamentos mensais, com intervalos de 30 dias entre cada
aplicacdo, no periodo de maio a julho de 2013, e as plantas foram mantidas até o més de
dezembro neste solo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco

repeticdes de duas plantas cada.

Analise quimica dos tecidos vegetais

Ao final do periodo experimental, as folhas, caule e raizes das plantas jovens e adultas de
J. curcas foram coletadas separadamente, lavadas com agua destilada e secas em estufa com
circulacdo forgada de ar a 70°C. O material seco foi entdo triturado em moinho tipo Wiley,
passado por peneira com malha de 20 mesh.

Para digestdo dos tecidos vegetais 250 mg do material vegetal triturado e finamente moido
foi misturado a 6 mL de acido nitrico-perclorico na proporcdo de 2:1 (v/v) e digerido em bloco
digestor aberto, a 210°C, por cerca de duas horas até que o material se tornasse incolor. Apos
resfriamento, o volume foi completado com agua deionizada para 25 mL. Esse material digerido
foi utilizado para as analises de fésforo (P), enxofre (S), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) (Malavolta et al., 1997).

A andlise do P foi realizada através do ensaio colorimétrico com amarelo de vanadato.
Para preparo da reacdo, 1 mL do extrato da digestdo nitrico-perclérica foi homogeneizado a 4
mL de agua destilada e 2 mL do reativo composto por parte iguais de solugdo de molibdato de
amonio a 5% e metavanato de amonio a 0,25%. Procedeu-se entdo leitura em espectrofotbmetro
(Biospectro, modelo SP22) a 420 nm. A concentragdo de P nas plantas foi correlacionada com
uma curva analitica padréo de dihidrogenofosfato (Malavolta et al., 1997).

A quantificacdo do S foi realizada pelo método de turbidimetria em espectrofotdmetro
(Biospectro, modelo SP22). Para a reacdo, 5 mL do extrato da digestdo nitrico-perclorica foi
misturado a 1 mL de HCI 6N e a 500 mg de cloreto de bario, homogeneizados e lido em 420
nm. Para célculo dos teores finais, os valores obtidos foram comparados a uma curva analitica
padréo (Malavolta et al., 1997).

Para analise do nitrogénio (N) 100 mg do material vegetal triturado foi misturado a 2 g

de uma mistura catalisadora composta por duas partes de sulfato de sodio anidro e uma de
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sulfato de sobre pentahidratado, seguida da adicdo de 4 mL de &cido sulfurico (HCI)
concentrado. Esta reagdo foi mantida a 25°C por 12 horas em capela com exaustdo de gases
para a primeira etapa de digestao fria e entdo foi finalizada sob aquecimento, em bloco digestor
aberto, partindo-se da temperatura ambiente (25°C) com rampa de aquecimento de 50°C cada
30 minutos até alcancar a temperatura de 350°C. O material foi mantido sob aquecimento por
cerca de 50 minutos, quando adquiriu a coloracdo verde clara. Apos resfriamento, ao material
digerido foi adicionado 15 mL de hidroxido de sodio 40% (m/v) e levado ao equipamento de
destilacdo de nitrogénio para arraste do vapor e coleta da amonia desprendida em 15 mL de
uma solugdo receptora indicadora até que o volume alcancado fosse de 50 mL. A solugdo
receptora indicadora foi preparada através da mistura de 1000 mL de solucdo de acido borico
2%, 6 mL de solucdo etanolica de vermelho de metila (C1sH15sN302) a 0,1% e 15 mL de solucéo
etanolica de verde de bromocresol (C2:H14Br4OsS) a 0,1%. O material coletado na solugéo
indicadora foi titulado com &cido cloridrico 0,01 mol Lt até o ponto de viragem do indicador
para a cor rosea. A quantidade de N total (NT) foi calculada através da equagdo: NT = [(Va —
Vb) x F x 0,1 x 0,014 x 100]/P. Onde: NT — teor de nitrogénio total na amostra, em
percentagem; Va — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo da amostra, em
mililitros; Vb — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco, em
mililitros; F — fator de corregdo para o acido cloridrico 0,01 mol L*; P1 — massa da amostra
(em gramas) (Aoac, 2000).

Os elementos K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foram analisados por espectrometria de
absorcdo atbmica, em equipamento um espectrometro de absorcdo atbmica (Varian modelo

55B), com base em uma curva analitica para cada um dos elementos (Malavolta et al., 1997).

Analise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F em nivel de 5%
de probabilidade e os resultados significativos foram analisados por meio de regressao linear e
guadratica também em nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa de analises

estatisticas Sisvar versdo 5.3 (Ferreira, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas jovens apresentaram maior sensibilidade a presenca do cobre no solo quando
comparadas as plantas adultas. No experimento com plantas jovens, houve um indice de
mortalidade de 90%, uma semana apos a aplica¢do do segundo parcelamento, na dose de 400
mg de Cu Kg, impedindo assim, a coleta e a analise dos tecidos vegetais nesse tratamento.
Dessa forma, a analise de regressdo na fase jovem do desenvolvimento foi efetuada com os
dados coletados até a dose de 200 mg de Cu Kg™. De acordo com Singh (2005) os metais
pesados exercem efeitos diferentes em fases distintas do desenvolvimento vegetal. Nas plantas
jovens, devido ao maior investimento em crescimento vegetativo, hd uma maior transferéncia
de cobre no sistema solo-planta, 0 que consequentemente acarretaria em niveis mais elevados
do metal nas folhas causando toxidez e impedindo a expansdo celular dos tecidos em
desenvolvimento proporcionando atraso no desenvolvimento vegetal, e dependendo da dose,
causando sua morte (Singh, 2005; Bouazizi et al., 2010).

Os teores de N ndo foram alterados em nenhum dos 6rgéos das plantas jovens, enquanto
nas plantas adultas foi detectada alteracdo no teor desse elemento em todos os 6rgaos. O teor
foliar de N ajustou-se ao modelo de regressdo quadratico obtendo o teor maximo em 252,0 mg
de Cu Kg* e reduzindo a partir desta dose. O teor de N no caule ajustou-se a um modelo de
regressdo gquadratico, com caracteristica inversa ao ajuste obtido para o teor de N foliar. No
caule, o menor teor de N foi obtido em 250,0 mg de Cu Kg, aumentando ligeiramente apds
essa dose (Figura 1). Estes resultados demonstram que a partir de 250,0 mg de Cu Kg passa a
ocorrer menor translocacdo de nitrogénio para as folhas, por conta da toxidez induzida pelo
cobre. Uma vez que doses maiores que essas nao puderam ser analisadas em plantas jovens,
tais resultados ndo puderam ser evidenciados nesta fase de desenvolvimento. O cobre € um
elemento essencial as plantas, porém em excesso, altera o0 metabolismo do nitrogénio reduzindo
as atividades de enzimas como a redutase do nitrato (Xiong et al., 2006) glutamina e glutamato
sintase (Llorens et al., 2000). Além de reduzir a atvidade de enzimas importantes ao
metabolismo do nitrogénio, doses excessivas de cobre também afetam o metabolismo
fotossintético atraves da reducdo da sintese de clorofila (Xiong et al., 2006). Nas raizes, o teor
de N aumentou linearmente em funcéo da aplicacdo de Cu. Este resultado constrasta com os as
observagodes feitas em Vitis vinifera, na qual o aumento das doses de cobre causaram reducgéo
do teor radicular de N, sem contudo afetar os teores foliares (Llorens et al., 2000). E provavel

que, apesar de uma parte do N absorvido ter sido translocado para as folhas e 14 metabolizado,
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uma outra porcao foi retida nas raizes, sem contudo ser assimilado pela planta, resultando na

elevacéo dos teores na raiz, e também no caule até 250 mg de Cu Kg™.
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Figura 1 — Teores de N, P e K na matéria seca de folhas, caule e raizes em plantas jovens e
adultas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em resposta a aplicacdo de Ni. (ns: ndo
significativo pelo teste F p<0,05; s.a.: sem ajuste polinomial).

Os teores de P foram alterados tanto em folhas e raizes nas plantas jovens. Nas plantas

adultas ndo foram detectadas diferencas para este elemento. O teor foliar de P nas plantas jovens

adequou-se ao modelo de regressdo quadratico, obtendo o teor maximo de 6,37 g Kg*, na dose
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122,33 mg de Cu Kg* e diminuindo os teores em doses acima dessas (Figura 1). O teor maximo
de P foliar encontrado no presente experimento foi 2,3 vezes superior ao relatado por Laviola
e Dias (2008) para a espécie. Nas raizes de plantas jovens, os teores de P adequaram-se a
modelos de regressao quadraticos obtendo os teores minimos deste elemento ao redor de 110,0
mg de Cu Kg. O mesmo comportamento foi verificado no caule das plantas jovens (Figura 1).
Em populagdes de Rumex japonicus Houtt, foi observado que concentragdes de cobre entre 25
e 100 uM na solucdo nutritiva, reduzem os teores de P foliar e radicular em até cinco vezes
qguando comparadas ao tratamento controle (Ke et al., 2007), porém concentracdes até 0,5 uM
de Cu aumentam os teores em folhas, caule e raizes de couve-flor (Brassica oleracea L. var.
Botrytis cv. Maghi) (Chatterjee; Chartterjee, 2000). Os resultados obtidos por esses autores
demonstram que o teor de P em diferentes tecidos pode variar conforme a espécie, bem como
da dose aplicada. Xiong et al. (2001) e Ke et al. (2007) enaltecem o papel do fésforo como
redutor dos efeitos fitotoxicos causados por quantidades excessivas de metais pesados. De
acordo com esses autores, o fosforo presente nas raizes age adsorvendo o ions metalicos e
controlando sua translocacdo, impedindo que os mesmos sejam levados para 6rgdos mais
metabolicamente ativos como as folhas. Esse importante papel do fosforo explicaria o aumento
dos teores deste elemento nas raizes, a medida que as doses de Cu aplicadas foram aumentadas.

Nas raizes de plantas jovens e adultas os teores de K ajustaram-se a modelos de
regressdo quadraticos obtendo os menores teores em 120,0 e 210,0 mg Kg™, respectivamente.
Nas folhas de plantas jovens, o ajuste de regressao quadratico demonstrou que o menor teor de
K foi obtido na dose 110 mg de Cu Kg™ e mantendo-se estavel apos esta dose (Figura 1).
Comportamento semelhante foi descrito em folhas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
(Bouazizi et al., 2010). No capim de Rhodes (Chloris gayana Knuth) foi verificado que a
aplicacdo de Cu em solucdo nutritiva até 2,5uM causou decréscimo no teor de K da parte aérea,
resultando em valores até dez vezes inferiores aos considerados ideais para a cultura (Sheldon;
Menzies, 2005). No presente trabalho, todos os teores foliares encontrados estéo de acordo com
os relatados por Laviola e Dias (2008) para a cultura do pinhdo-manso. E possivel que
ocomportamento inicial de reducdo dos teores de K nas raizes seja decorrente de um efluxo do
nutriente como mecanismo de tolerédncia inicial ao Cu, evitando sua absorcdo, entretanto em
concentragfes mais elevadas no solo, este mecanismo passa a ser ineficiente e deixa de ser
realizado pela planta (Bouazizi et al., 2010).

Os teores de Ca nas raizes de plantas jovens aumentaram linearmente em funcdo da
aplicacdo de Cu, demonstrando um efeito sinérgico da aplicagcdo de cobre e absorcdo de Ca.

Nas folhas e caules os teores ndo foram modificados, assim como ndo foi detectada alteracédo
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para este elemento nas plantas adultas (Figura 2). Esses resultados constrastam com oS
observados na parte aérea do capim Rhodes (Sheldon; Menzies, 2005), do feijoeiro (Bouazizi
etal., 2010) e do sistema radicular de Rumex japonicus (Ke et al., 2007) no qual foram relatados

decréscimos no teor de Ca em fungdo do aumento das doses de cobre.

Plantas Jovens Plantas Adultas
30 25
i //‘\: 20
.20 ® NS . M
il ns il
Q ..., .. ..................... n g’ 15 e ns
o sy = mns
S S a S 10 Ans
A A —mmmmmmT e — - -
5 A A y=00153x+7,4942 R2=0,6862 5 A k--------° b
r 4 & === -A
0 0
0 50 100 150 200 0 100 200 300 400

©
=
o

8 9
7 \/\_/_. 8 f\”\./o
. o ns 7 o ns
:? s ms.a. :c/_,, 6 mns
= A Ans A 2 5 A~y k----- fr_]s_____A
R i e niintr-S= g
=3 P T g
. 3
2 2 Bm e [T -
£ T80 [ TIIILLLE
1 1
0 0
0 50 100 150 200 0 100 200 300 400
—_ 2 -
25 e y =-0,0001x?+ 0,0263x + 0,7057 R2?=0,7066 25

%
¥
=2
[%2] ;
.
05  ;
" my =0,0011x + 0,4517 R2=0,4482 i
0 o"
0 50 100 150 200 0 100 200 300 400
Dose de Cu aplicada (mg Kgt) Dose de Cu aplicada (mg Kgt)
° folha [ caule A----- raizes

Figura 2 — Teores de Ca, Mg e S na mateéria seca de folhas, caule e raizes em plantas jovens e
adultas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em resposta a aplicacdo de Ni. (ns: ndo
significativo pelo teste F p<0,05; s.a.: sem ajuste polinomial).
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O teor caulinar de Mg nas plantas jovens foi alterado em funcdo da aplicacdo de cobre,
entretanto, nenhum dos ajustes de regresséo propostos foi significativo para explicar os dados.
Nas plantas adultas, as doses de Cu ndo interferiram no teor de Mg em nenhum dos 6rgaos
analisados (Figura 2). Ke et al. (2007) relataram que em populacdes de Rumex japonicus
tolerantes ao cobre, ndo houve diferenca no teor de Mg da parte aérea, em relacdo tratamento
controle, enquanto em populagdes ndo tolerantes, ocorreu uma diminuicdo no teor desse
elemento na parte aérea, bem como no sistema radicular. De acordo com esses autores, alguns
estudos mostram que alguns minerais tal como o Ca e 0 Mg podem ser pouco ou nao afetados
em espécies tolerantes, por serem mais resistentes aos danos & membrana plasmatica causados
pela presenca excessiva do metal pesado. Considerando que J. curcas é uma espécie tolerante
ao cobre, os resultados obtidos para os teores de Ca e Mg, sdo condizentes com a explicacao
dada por esses autores.

O teor de S caulinar nas plantas jovens aumentou linearmente em funcdo da aplicacéo
de cobre, enquanto o teor foliar ajustou-se ao modelo de regressdo quadratico, obtendo o teor
méaximo em 131,5 mg de Cu Kg™. Nas plantas adultas o teor de S ndo foi alterado em nenhum
dos 6rgdos analisados. Em couve-flor, 0 aumento da concentragédo de cobre na solucdo nutritiva
causou reducdo no teor de S em todos os 6rgdos da planta (Chartterjee; Chartterjee, 2000)
contrastando com os resultados obtidos no presente trabalho. Sabe-se que plantas submetidas
a estresse por metais pesados aumentam a producdo de fitoquelatinas (Hirata et al., 2005)
compostos estes ricos em grupamentos —SH. E possivel que o aumento na producio desses
compostos explique o aumento dos teores de S no caule e também nas folhas até a dose citada
em J. curcas.

O teor de Cu no sistema radicular de plantas jovens e adultas aumentaram linearmente
em funcdo da aplicacdo de cobre, mas, apesar do mesmo comportamento de absorcéo, € possivel
verificar que as plantas adultas sdo capazes de reter teores de cobre até 1,5 vezes maiores, neste
6rgdo, quando comparadas as plantas jovens (Figura 3). A retencdo de cobre no sistema
radicular, assim como o aumento de sua concentragdo em fungéo da aplicacédo de doses externas
no sistema radicular, também foi relatado em outras espécies como feijoeiro (Bouazizi et al.,
2010), couve-flor (Chatterjee; Chatterjee, 2000) e Brassica pekinensis Rupr. (Xiong et al.,
2006). O maior acimulo de cobre nas raizes, em detrimento as partes aéreas € um mecanismo
de toleréncia desenvolvido pelas plantas para reduzir os efeitos de estresse causado pelos
metais pesados (Yureki; Porgali, 2006). No caule, o teor de Cu ajustou-se ao modelo de
regressdo quadratico em plantas jovens e adultas aumentando gradualmente o teor, em fungédo

da quantidade de cobre aplicada, 0 que demonstra certa translocacdo do cobre a parte aerea,
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apesar da maior parte ser retida no sistema radicular. Os teores de cobre presentes nas folhas
de pinh&o-manso apresentaram comportamentos diferentes em plantas jovens e em plantas
adultas. Engquanto nas plantas jovens os teores de cobre aumentaram linearmente em funcao
dos tratamentos, alcancando o méaximo de 29,02 mg Kg, no tratmaento de 200 mg de Cu Kg-
! nas plantas adultas ndo foram detectadas alteragGes decorrentes da aplicagio externa de cobre
(Figura 3). O teor de cobre nas folhas jovens no tratamento de 200 mg de Cu Kg™ foi trés vezes
superior ao teor médio encontrado nas folhas adultas, e devido a maior translocacao para as
folhas naquela fase de desenvolvimento, as plantas jovens tornam-se mais susceptiveis a
toxidez por cobre, causando sua morte, uma vez que de acordo com Laviola e Dias (2008) o
teor adequado para a o teor foliar de Cu na cultura é de 10 mg Kg*, valor semelhante ao
encontrado nas folhas das plantas adultas, no presente estudo.

O teor de Fe foi alterado em todos os 6rgaos analisados nas plantas jovens, enguanto
nas plantas adultas somente reducdo linear do teor radicular de Fe foi observada. Nas folhas, o
teor de Fe aumentou gradualmente, obtendo o teor maximo na dose de 200 mg de Cu Kg*. No
caule, o teor de Fe ajustou-se ao modelo de regressdo quadratico, decrescendo com o0 aumento
da aplicacdo de Cu. Nas raizes das plantas jovens o teor de Fe ajustou-se ao modelo de regressao
quadratico, obtendo o teor maximo na dose 121,87 mg de Cu Kg™ e reduzindo a partir desta
dose (Figura 3). Em couve-flor (Chartterjee; Chartterjee, 2000) e em feijoeiro (Bouazizi et al.,
2010) foi relatado que concentracdes a partir de 0,5 e 50 UM de Cu, respectivamente, em
solucdo nutritiva causaram reducdo na translocacdo do Fe para a parte aerea, mas, de acordo
com Chartterjee; Chartterjee, 2000, a absorcdo pelas raizes nao foi comprometida. Ke et al.
(2007) verificaram que o aumento de cobre no solo reduz a absorcéo e o transporte de Fe pelas
raizes em Rumex japonicus. De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, percebe-se
que a absorcdo e translocacdo de ferro nas plantas jovens e adultas difere principalmente em
funcdo da quantidade de cobre armazenada nas raizes, nas diferentes fases do desenvolvimento.
Uma vez que na fase adulta, uma maior concentracdo de cobre é retida nas raizes, o cobre
acumulado neste 6rgdo apresenta antagonismo com o ferro, impedindo-o de ser absorvido, por
outro lado, na fase jovem, uma maior parte do Cu é translocado para a parte aérea, € a
concentracdo de cobre na raiz também é menor, assim, a planta ainda é capaz de absorver ferro

até uma dose 6tima, sem contudo reduzir a translocagdo do elemento para as folhas.
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Figura 3 — Teores de Cu, Fe, Mn e Zn na matéria seca de folhas, caule e raizes em plantas
jovens e adultas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em resposta a aplica¢do de Ni. (ns: ndo
significativo pelo teste F p<0,05; s.a.: sem ajuste polinomial).
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Os teores foliares de Mn e Zn nas plantas jovens aumentaram linearmente em funcdo da
aplicacdo de Cu. O mesmo comportamento de aumento linear também foi observado no teor
foliar de Mn das plantas adultas, mas nenhuma alteracao no teor foliar de Zn foi detectada nesta
fase de desenvolvimento. No caule e raizes de plantas jovens o teor de Mn ajustou-se a modelos
de regressdo quadraticos diminuindo os teores até a dose de 100 mg Kg? e aumentando
gradulamente a partir desta dose. Nas raizes o teor de Zn ajustou-se ao modelo de regressao
quadratico havendo um ligeiro decréscimo no teor de Zn em funcdo das doses de cobre
aplicadas. No caule das plantas adultas, o teor de Zn ajustou-se ao modelo de regressdo
quadratico, aumentando gradualmente em funcéo da aplicagéo de Cu (Figura 3).

Manganés e zinco sdo elementos conhecidos da literatura por apresentarem uma relacéo
de antagonismo com a absorcdo de cobre, uma vez que competem pelos mesmos
transportadores de membrana (Xiong et al., 2001). Todavia, de acordo com os resultados dos
teores foliares encontrados no presente trabalho, tal antagonismo ndo foi observado,
constrastando inclusive com os comportamento de absorcdo relatado em outras espécies como
Brassica pekinensis, em tomateiro (Xiong et al., 2001) e em feijoeiro (Bouazizi et al., 2010),
nas quais houve reducdo dos teores foliares de Mn e Zn em fungdo do aumento da aplicacéo de
cobre. A resposta de tecidos maduros e tolerantes ao excesso de cobre inclui mudangas
metabdlicas que indicam a ativacdo de um mecanismo de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio liberadas pela presenca excessiva de metais pesados. A enzima superdxido dismuase
(SOD) pode apresentar-se em trés diferentes isoformas, CuzZn-SOD, Mn-SOD e Fe-SOD
(Bouazizi et al., 2010), a possibilidade da maior atividade dessas enzimas poderia explicar a
elevagéo dos teores de Mn e Zn encontrados no tecido foliar do presente trabalho.

CONCLUSAO

A presenca excessiva de cobre no latossolo de cultivo do pinhdo-manso causa efeitos
diferenciados na absorcao ou transporte de N, P, K, Ca, Mg, S Cu, Fe, Mn e Zn, elementos
esses essenciais ao desenvolvimento da espéecie. Na fase jovem, o cobre é translocado com
maior facilidade para a parte aérea, causando sintomas de fitotoxidez e morte das plantas em
uma dose equivalente a metade daquela tolerada pela planta quando na fase adulta. Devido a
maior sensibilidade nessa fase, as plantas jovens apresentaram alteragcdo em todos os elementos

analisados a excecdo do N o qual a translocacdo comeca a ser diminuida em doses acima de
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250 mg de Cu Kg'*. Na fase adulta somente os elementos K, Cu, Fe, Mn e N tiveram seus teores
influenciados pela aplicacdo de cobre. Os elementos Ca, Zn, Mn e S tiveram os teores foliares
aumentados em funcdo da aplicacdo de Cu, enquanto o K teve reducao dos teores. A absor¢édo
de Fe esta correlacionada negativamente com o acumulo de cobre pelas raizes, e sua
translocacéo é aumentada em folhas jovens proporcionalmente & maior translocacao de cobre

que ocorre na planta jovem.
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CONSIDERACOES FINAIS

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) ndo é uma planta fitoextratora, nem
hiperacumuladora para os metais niquel e cobre, ndo sendo indicada para uso em programas de
fitorremediacdo de cobre, mas poderia ser utilizada para revegetar areas em processo final de
descontaminacdo por niquel. Quanto mais jovens os tecidos em desenvolvimento maiores sao
os efeitos da toxidez causados pelo cobre. A presenca de niquel até 100 mg Kg™'nio causou
sintomas de fitotoxidez na planta, mas reduziu a absor¢édo de alguns nutrientes como o Mg, Cu
e Z. A reducdo dos teores normais destes elementos poderia afetar o florescimento, frutificacéo
e producdo de dleo. Uma vez que estas fases do desenvolvimento ndo foram analisadas no
presente estudo, recomenda-se que trabalhos com maior duracdo para analisar os efeitos do

niquel por periodos mais longos sejam realizados.



