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Resumo

O cadmio (Cd), metal pesado com relativamente alta mobilidade no sistema solo-planta,
possui potencial de acumulagao nos vegetais, sendo esses uma das principais entradas deste
metal téxico na cadeia alimentar. Na producéo intensiva de hortalicas folhosas para consumo
humano, frequentemente sdo adicionadas quantidades excessivas de fertilizantes para
garantir maior produgdo agricola e alto retorno econémico. No entanto, o mal-uso de
fertilizantes pode trazer inUmeros prejuizos ambientais e a saude humana. Fertilizantes
fosfatados tém sido relacionados com a contaminagéo dos solos com Cd, por este metal estar
presente junto ao fésforo (P) nas rochas fosfatadas utilizadas para sua fabricacdo, enquanto
0 excesso de fertilizantes nitrogenados pode alterar a concentragdo de nitratos nas folhas e
causar problemas ambientais e a saude humana. O objetivo principal deste trabalho foi
investigar a relacdo entre altos niveis de fertilizagdo com nitrogénio (N), P e potassio (K) e a
absorcao e acumulo de Cd e nitratos em plantas de alface, Lactuca sativa L., da variedade
tropicalizada “Gloriosa”. Para isto foi realizado um experimento em casa de vegetagéo, o qual
seguiu esquema fatorial 2 x 2, com 14 repeticbes de cada tratamento. Os tratamentos
consistiram na adi¢do ou nao de 10 mg kg™ de Cd ao solo e no uso da dose recomendada e
trés vezes a dose recomendada (alta fertilizagéo) de N, P e K para a cultura da alface. Foi
possivel confirmar que a maior dose de fertilizantes de N, P, e K teve relacgao significativa com
o aumento de Cd na parte aérea das plantas. A alface demonstrou alta capacidade de
acumulacdo de Cd, concentrando altos teores do metal principalmente nas folhas,
evidenciando sua grande capacidade de translocacao para o Cd, as concentracées de Cd de
plantas expostas ao metal estiveram muito acima, entre 5,9 e 8 mg kg™ de matéria fresca
(MF), dos valores de seguranca alimentar determinados pela ANVISA, de 0,2 mg kg™ de MF.
A variedade de alface tropicalizada estudada apresentou alta tolerancia ao Cd e nao foi
observado nenhum sintoma visual de toxicidade por Cd ou reducao importante na producao
da biomassa quando cultivada em solo com Cd, o que pode representar risco de
contaminacéo para o consumidor dessa hortalica. As concentracdes observadas para nitratos
e demais compostos nitrogenados nas folhas de alface ficaram dentro dos limites adequados
para a espécie estudada mesmo quando cultivadas com trés vezes a dose recomendada de
N.

Palavras chave: Cadmio, fertilizantes, fitoacumulagdo, metais pesados



Abstract

Cadmium (Cd), a heavy metal with high mobility in the soil-plant system, has the
potential to accumulate in vegetables, which constitute one of the main entry points of
this toxic metal into the food chain. In intensive production of leafy vegetables for
human consumption, excessive amounts of fertilizers are often added to ensure higher
agricultural production and high economic returns. However, misuse of fertilizers may
bring numerous environment and human health damages. Phosphate fertilizers have
been related to soil contamination with Cd, as it this metal is present next to
phosphorus (P) in phosphate rocks used for its manufacture, while excess nitrogen
fertilizers can change the concentration of nitrates in leaves and cause problems to the
soil. health and environmental. The main objective of this work was to investigate the
relationship between high levels of nitrogen (N), P and potassium (K) fertilization and
the absorption and accumulation of Cd and nitrates in lettuce, Lactuca sativa L., plants
of tropicalized var. “Gloriosa”. For this, an experiment was carried out in a greenhouse,
which followed a 2 x 2 factorial scheme, with 14 replications of each treatment. The
treatments consisted of adding or not 10 mg kg™ of Cd to the soil and using the
recommended dose and three times the recommended dose (high fertilization) of N, P
and K for lettuce crop. It was possible to confirm that the highest dose of N, P and K
fertilizers is significantly related to the increase of Cd in the shoot. Lettuce showed a
high capacity of accumulation of Cd, concentrating high levels of the metal in roots, but
mainly in the leaves, evidencing its great capacity of translocation to Cd, the Cd
concentrations of plants exposed to the metal were much higher, between 5,9 and 8
mg kg "' fresh matter (MF), of the food safety values determined by ANVISA, of 0.2 mg
kg™ MF.The variety of lettuce studied showed high tolerance to Cd and no visual
symptoms of Cd toxicity or significant reduction in biomass production were observed
when grown in soil with Cd, which may represent a risk of contamination for the
consumer of this vegetable. The concentrations observed for nitrates and other
nitrogen compounds in the lettuce leaves were within the appropriate limits for the

studied species even when cultivated with three times the recommended dose of N.

Key words: Cadmium, fertilizers, phytoaccumulation, heavy metals,
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Introducao
A poluigdo por cadmio e suas implicacées

O cadmio (Cd) é um elemento trago nao essencial, sem papel conhecido no
desenvolvimento ou crescimento de plantas, animais ou outros seres vivos. E
considerado um metal toxico mesmo em pequenas concentragdes (Khan et al. 2015)
e possui alta mobilidade no solo, podendo entrar facilmente em diferentes niveis da
cadeia tréfica através do sistema solo-planta (Dalcorso et al. 2010). Desse modo a
compreensdo do comportamento deste metal pesado em diferentes condicbes
ambientais, é de grande interesse para o entendimento de sua absorcéo e acumulo
nas plantas e os possiveis problemas relacionados com a saude animal e ambientais

derivados de seu acumulo.

Na lista de substancias perigosas da ATSDR (Agéncia para Substancias
Téxicas e Registro de Doenca), divulgada em 2017, o Cd aparece na sétima posicao
dentre 275, considerando fatores como frequéncia, toxicidade e potencial de
exposicao humana. O Cd possui meia vida longa no organismo humano, levando por
exemplo, entre 10 e 30 anos para ser eliminado. Se acumula principalmente nos rins,
figado e ossos, causando lesdo renal, necrose dos hepatodcitos, descalcificacdo
0ssea, reumatismos e cancer pulmonar nos casos de contaminacgao por inalagao (Ellis
et al. 1981; Hussain et al. 1987; Nogawa et al. 1987).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os limites de ingestao diaria
de Cd sao de 1 ug por quilo de peso corporal (WHO, 2006), o que para uma pessoa
de 70 kg representa um limite de 70 pg de Cd por dia. Uma das principais rotas de
exposicdo humana ao Cd é o consumo de vegetais cultivados em areas contendo
altos teores desse elemento (ATSDR, 2018).

No Brasil, a legislacao alimentar proposta em resolucao nacional de 2013 pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu os limites maximos
de Cd para diferentes alimentos entre 0,01 mg kg™ e 2 mg kg™' de matéria fresca (MF).
Para hortaligcas o limite maximo dos valores de referéncia é menor ficando entre 0,05
e 0,2 mg kg™' MF. No caso da alface, Lactuca sativa L., o valor limite é de 0,2 mg Cd
kg™ MF (ANVISA, 2013).
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As fontes naturais de contaminac¢ao do ambiente por Cd séo principalmente a
atividade vulcéanica, os incéndios florestais e a mineralizacdo natural das rochas
sedimentares e fosfaticas (Alloway, 1995, Smolders et al.,, 2013). Entretanto, a
principal causa da contaminacado e aumento das concentragcées de Cd no ambiente
séo as atividades antropicas (Cloquet et al. 2006). No Brasil, a Companhia Ambiental
do Estado de Sao Paulo (CETESB) indica que as principais fontes antropogénicas de
Cd no ambiente sdo o uso de fertilizantes fosfatados, a combustdo de combustiveis
fosseis, obras metallrgicas, residuos da industria cimenteira, a aplicagao de lodo de
esgoto no solo, residuos industriais, a mineragéo, a fundicdo e o processamento de
minérios (CETESB, 2012).

Em solos naturais onde ndo ha contaminacao por Cd é esperado que os valores
encontrados deste metal ndo ultrapassem a concentragio de 1 mg kg' solo (Alloway
1995). Entretanto, segundo determinacao dos valores de referéncia de qualidade dos
solos para metais pesados como o Cd, divulgada pela CETESB em 2014, para ser
considerado como ndo contaminado, a concentracdo de Cd no solo ndo deve
ultrapassar os 0,5 mg kg™' solo. Para solos agricolas o valor limite para intervencao é
de 10 mg Cd kg' e acima desse limite de concentragéo existe risco potencial a saude
humana (CETESB, 2014).

Nos solos agricultaveis a aplicacao de fertilizantes fosfatados é feita de maneira
intensiva, pois o fésforo (P) é normalmente um dos principais fatores limitantes da
producdo agricola. Entretanto, a maior parte dos fertilizantes fosfatados utilizados no
mundo s&o oriundos de rochas fosfatadas que além do P contém outros elementos,
como o Cd, na sua composi¢ao (Raven and Loeppert 1997). Portanto, as aplicagoes
sucessivas de fertilizante fosfatado podem levar ao aumento acumulativo da
concentracdo deste metal no solo e plantas apdés anos de cultivo e do manejo
inadequado desses insumos agricolas (Loganathan et al. 1997; Grant and Sheppard
2008).

Em geral as plantas possuem capacidade de absorver entre 1 e 5% do Cd
presente no solo (Williams and David 1973). Essa capacidade de absor¢ao e acumulo
de Cd pelas plantas depende de diferentes caracteristicas como a espécie vegetal, a
variabilidade genética da planta e principalmente, da concentracdo de Cd disponivel

no solo (Andersson and Siman 1991; Loganathan et al. 1997). Embora néo exista uma
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legislacédo internacional especifica que estabeleca os limites aceitaveis de Cd em
fertilizantes fosfatados, por exemplo, diversos paises discutem sobre o assunto e
possuem legislacdo propria definindo os valores maximos tolerados (Grant et al.
1998).

No Brasil em 2005 foram propostos os limites de Cd para fertilizantes fosfatados
de 0,75 mg de Cd por kg' de P20s, entretanto foi estabelecido em 2006 o valor
maximo de 4 mg de Cd por kg™' de P20s (MAPA, 2016). Entretanto, mesmo quando a
disponibilidade de Cd no solo € baixa, existe o risco de ele ser acumulado em
diferentes 6rgaos das plantas e assim entrar na cadeia alimentar. O aumento da
biodisponibilidade de Cd ap6s a aplicacao de fertilizantes fosfatados foi observada em
plantas de aveia, com raizes e parte aérea das plantas apresentando incrementos na
concentracdo de Cd, mesmo nos casos onde nao foi possivel detectar Cd no solo

(Gongalves et al. 2008), mostrando a capacidade de biomagnificacao das plantas.

O cultivo extensivo de hortalicas como a alface e outras folhosas demanda
manejo nutricional do solo para obtencao de biomassa/producgéo vegetal adequada a
comercializacao. Isso inclui frequentemente praticas culturais que favorecam a
producdo rapida e volumosa, como a irrigacao e a aplicacdo de fertilizantes,
especificamente aqueles formulados com N, P e K, que fornecem os principais
nutrientes: nitrogénio (N), P e potassio (K) as plantas (Sosa et al. 2012). Atualmente,
para atingir os padrdes de producédo comercial da alface no Brasil com 14,5tha’, sédo
utilizados aproximadamente 157,4 kg ha' de fertilizantes N, P e K (Tavares et al.,
2019). Existem evidencias que as praticas de fertilizacao feitas em campos agricolas
aumentam os niveis de nutrientes a niveis muito acima dos exigidos para o
crescimento das plantas (Vitousek et al. 2009). Esse uso excessivo de fertilizantes
pode levar a graves problemas ambientais como emissdao de gases estufa,
eutrofizacédo das aguas ou a salinizagdo do solo (Endo et al. 2011). Uma outra questéo
associada a aplicagdo excessiva de fertilizantes nitrogenados € que o seu uso
intensivo pode causar o acumulo de nitrato nas plantas o que pode ter implicacoes
negativas para a saude humana e animal (Pavlou et al. 2007; Katan 2009).

Algumas plantas acumulam nitrato nas raizes e/ou na parte aérea quando a
absorcdao de N, na forma de nitrato, excede sua necessidade ou capacidade

metabdlica (Umar and Igbal 2007). As plantas de alface podem acumular elevadas
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quantidades de nitrato nas folhas, representando risco de intoxicacdo aos
consumidores (Beninni et al. 2002). No Brasil ainda nao existe legislacdo especifica
para regulamentar os limites maximos de nitrato em hortalicas e o valor limite para os
teores de nitrato em alface estdo baseados nos indices europeus. Considerando os
indices estabelecidos pela Unido Europeia, plantas de alface produzidas em casa de
vegetacao devem ter limites maximos de 3.500 mg kg™' MF no periodo de verdo e de
4.500 mg kg' MF para as plantas produzidas no periodo de inverno (McCall and
Willumsen 1998).

O nitrato &, em principio, inofensivo a saude, mas apds 0 seu consumo, pode
ser influenciado por processos microbiolégicos que o convertem em nitrito, o qual
pode causar metemoglobinemia, ou a incapacidade da hemoglobina se ligar ao
oxigénio no sangue. Ainda o consumo excessivo de nitrato tem carater toxico em seres
humanos e outros animais pela sua redugao a nitrito € sua posterior conversao em
nitrosaminas e nitrosamidas no estdbmago, ambas com atividade carcinogénica. Essas
substancias também podem causar deficiéncias na absorgao e transporte de oxigénio
ao transformar a hemoglobina do sangue em ferrihemoglobina (Addiscott and
Benjamin 2006).

Culturas como a alface e outras hortalicas folhosas sao especialmente
suscetiveis ao acumulo de nitrato nos vacuolos das células foliares por causa dos
altos niveis de N utilizados na sua produgdo comercial. Por este motivo algumas
instituicdes internacionais, como a OMS limitam a concentragéo de nitratos em folhas
frescas de plantas como alface. Em 1996 o Joint Expert Committee on Food Additives
da FAO/WHO (JECFA FAO/WHO, 1996) estabeleceu os valores de referéncia para a
ingestao diaria aceitavel, sem risco para a satide de 3,65 mg dia" por kg de peso para
nitratos e de 0,07 mg dia™" por kg de peso para nitritos (JECFA FAO/WHO, 1996).

Desse modo, temos na producédo agricola atual um cenario onde o uso
excessivo de fertilizantes de N, P e K na producdo de hortalicas folhosas pode
representar um duplo risco a saude da populacdo, com a possibilidade de
contaminacao pelo acumulo de Cd e de nitratos nas folhas destas plantas.

A capacidade de absor¢cdo de Cd e a sua biodisponibilidade depende néo
apenas da sua concentracdo no solo, mas de caracteristicas como o pH, teor de



14

matéria organica, a capacidade de troca de cations (CTC) e a superficie especifica do
solo. Dentre esses fatores, o pH do solo é o principal fator que determina a
biodisponibilidade dos ions Cd?* no solo, pois, ele influencia diretamente nos
processos de adsorcao e na especiacao de metais na solucéo do solo (Alloway 1995).

Com o aumento da acidez do solo ocorre 0 aumento da atividade do cation
Cd?*, pela dissolucdo dos 6xidos e hidroxidos de ferro e seus co-precipitados com
metais (Pierangeli et al. 2005). A forma quimica e especiacdao dos ions de Cd
presentes na solugdo do solo tem maior relevancia para seu efeito toxico do que
apenas sua concentragio, considerando-se que os ions Cd?* tem maior probabilidade
de serem adsorvidos as particulas do solo que suas formas neutras e anidnicas
(Alloway 1995).

Resposta e defesa dos vegetais a presenca de cadmio

Para plantas em geral, as concentracdes de Cd nas folhas maduras sao
consideradas normais quando est&o entre os limites de 0,05 e 2 mg kg~' MF, valores
entre 5 e 30 mg Cd kg' MS sao considerados excessivos ou fitotoxicos para a maioria

as espécies (Meharg 2011).

Plantas crescendo em solos contaminados por Cd podem responder a sua
presenca exibindo sintomas de toxicidade ou desenvolvendo mecanismos de
resisténcia que permitam seu funcionamento e sobrevivéncia. O acumulo de Cd,
entretanto, pode ser danoso para os organismos provocando efeitos adversos em
processos bioldgicos do solo, em plantas, seres humanos e outros animais (Meharg
2011).

Os mecanismos de defesa contra o excesso de metais nos vegetais
compreendem diferentes estratégias para absorver, excluir, acumular e/ou tolerar
niveis anormalmente altos de metais. As plantas vasculares possuem diversos
mecanismos para eliminar ou atenuar os efeitos nocivos do Cd, como ligacao do metal
a componentes da parede celular, exclusdo, compartimentalizagdo do metal em
vacuolos e quelacdo do metal por moléculas organicas que complexam e reduzem a

sua toxicidade no citoplasma (Prasad 1995). As plantas que toleram concentragdes
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altas de metais no solo, mas que ndo possuem capacidade de acumulagcdo de metais
sdo denominadas apenas tolerantes, e comumente sdo excludentes, tendo como
estratégia a limitacdo da entrada de metais pesados e evitando a sua translocagao
para a parte aérea (Gallego et al. 2012).

Neste grupo de tolerantes e ndo acumuladoras, encontram-se a maior parte
das espécies vegetais, as quais limitam a concentragcdo de metais na parte aérea,
usando as raizes como principal barreira a translocacéo dos metais para as folhas ou
o6rgaos da parte aérea. Entretanto, algumas plantas possuem a capacidade de
acumular metais na parte aérea sem apresentar danos no seu metabolismo e
desenvolvimento, estas plantas denominam-se acumuladoras ou hiperacumuladoras
dependendo da concentragdo de metal nos tecidos ou érgaos acima do solo. Para o
Cd séao consideradas hiperacumuladoras as plantas capazes de acumular mais de
100 mg Cd kg' MS na parte aérea sem sofrer danos decorrentes da fitotoxidade
(Rascio and Navari-1zzo 2011).

Outra estratégia das plantas contra os efeitos negativos dos metais pesados €
a sua associacao com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) (de Andrade et al.
2008). Esses fungos ubiquos no solo, estabelecem simbiose com aproximadamente
70% de todas as espécies de plantas vasculares (Smith et al., 2010), sendo que a
simbiose micorrizica, além de contribuir com a capacidade de absorgéo e translocagao
de nutrientes, pode ter efeitos positivos durante o estresse causado pelas altas
concentracdes de metais e outros elementos potencialmente téxicos no solo. Elas
atuam reduzindo a translocagéao de Cd e outros metais da raiz para a parte aérea ao
aumentar a capacidade de imobilizag&o na raiz, induzindo o sistema antioxidante ou
melhorando o estado nutricional da planta (de Andrade e Silveira 2008; Jiang et al.
2016).

A simbiose com FMAs é de grande importancia para plantas sob condi¢des de
estresse por excesso de Cd, uma vez que a entrada do Cd nas plantas se inicia pela
absorcdo das raizes na grande maioria das condigdes ambientais, sendo
normalmente esse 6rgdo o primeiro afetado pela toxicidade, podendo mostrar
mudancas na sua coloragao, além de alteracées morfoldgicas e anatdmicas (Wei et
al. 2012). Por outro lado, os proprios FMAs podem ser prejudicados por altas

concentragdes de metais no solo, diminuindo a capacidade de formagéo da simbiose
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(de Andrade e Silveira 2004; de Almeida et al. 2008) e reduzindo a capacidade da

planta se desenvolver em solos contaminados com metais.

Entre outros efeitos negativos decorrentes da exposicdo ao Cd, é relatada a
reducdo na absorcao e transporte de nitrato das raizes para as folhas relacionada a
presenca de altos niveis deste metal, com diminuigdo da atividade da redutase do
nitrato em plantulas de ervilha expostas ao metal (Hernandez et al. 1996). A toxicidade
por Cd também afeta a assimilacdo e o metabolismo de N nas raizes (Balestrasse et
al. 2003). Em Impatiens balsamina a presenca de Cd causou a inibicdo da enzima Fe
(Ill) redutase nas raizes o que foi relacionado a deficiéncia de ferro (Fe) e seu
consequente prejuizo a fotossintese, podendo causar clorose, queda de folhas e
reducéo do crescimento de raizes e caules (Aidid and Okamoto 1992).

Em seu artigo de revisado, Sanita Di Toppi e Gabbrielli (1999) discorrem que ao
serem expostas ao Cd, as plantas tem seu conteudo total de clorofila e carotenoides
reduzidos e ocorre aumento no mecanismo de quenching nao fotoquimico. Durante a
absorcéo e translocacgdo de ions Cd?* da raiz para a parte aérea, o ion compete pelos
mesmos transportadores de nutrientes como o calcio (Ca), K, Fe, magnésio (Mg),
niquel (Ni), cobre (Cu) e/ou manganés (Mn), comprometendo a nutricdo mineral dos
vegetais (Sanita Di Toppi and Gabbrielli 1999).

Tem sido sugerido que metais ndo essenciais como o Cd entram nas células
pelos mesmos transportadores que cations essenciais como Fe e Ca (Cohen et al.
1998). A expressao de genes da familia de transportadores AtNramp de Arabidopsis
thaliana na levedura Sacharomyces cerevisiae levou ao aumento da sensibilidade ao
Cd?* e a seu acumulo, mostrando a relagao dos transportadores NRAMP 1 (natural
resistance-associated macrophage protein) com o transporte de Fe, Mn e também de
Cd (Zhang et al. 2018). Assim como a absorgao, a translocacéo de Cd da raiz para a
parte aérea também esta regulada por varias proteinas transportadoras localizadas

nas membranas plasmaticas (Clemens et al. 2013).

As plantas acumuladoras e hiperacumuladoras desenvolvem estratégias
intracelulares para tolerar as altas concentragdes de metais pesados a partir de
processos fisiolégicos que permitam esse acumulo sem o desenvolvimento dos

sintomas de toxicidade. Os mecanismos de desintoxicagdao do Cd em plantas incluem
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a produgéo de peptideos ricos no aminoacido cisteina, como o tripeptideo glutationa
(GSH), pequenas proteinas como as metalotioneinas (MT), fitoquelatinas (PC) e
defensinas (Luo and Zhang 2019).

O mecanismo de quelagdo dos metais pesados, envolve a complexagao do
metal a ligantes de alta afinidade como por exemplo as MT e PC e posteriormente o
transporte e a compartimentalizagdo desses complexos nos vacuolos, reduzindo

assim a concentracao do metal disponivel no citosol (Cobbett and Goldsbrough 2002).

As PC possuem sua sintese rapidamente induzida na presenca de metais
pesados, sendo enzimaticamente produzidas utilizando a GSH como substrato
(Rauser 1999). As PC formam seus complexos mais estaveis com Cd, devido a sua
alta afinidade pelo enxofre dos grupos tiol e possuem relacdo positiva com a
concentracdo de Cd presente na planta, aumentando sua concentragdo na parte
aérea em resposta ao acumulo desse metal (Park et al. 2019; Xie et al. 2019).

As MT sao proteinas ricas em cisteina e estdo presentes nos organismos
animais e vegetais, assim como as PC, sédo induzidas pela presengca de metais
pesados, principalmente Cu, zinco (Zn) e Cd (Rauser 1999). As MT também possuem

papéis associados com a reparacao de membranas e a¢des antioxidantes (Hall 2002).

Em plantas associadas com FMAs ja foi observada a reducdo de sintomas de
estresse pela diminuicdo da concentracao de Cd na parte aérea (Garg and Bhandari
2014; Jiang et al. 2016; Luo et al. 2017). Entretanto em estudo sobre o efeito
fertilizantes de N, P e K no estabelecimento da simbiose micorrizica foi observada
uma tendéncia a diminuicdo da porcentagem de colonizagdo das plantas cultivadas
com adicao de fertilizantes e a reducao da colonizacao foi relacionada aos niveis de
P no solo que aumentaram significativamente (Joner 2000). Isso indica outro possivel
efeito negativo de altos niveis de fertilizacdo dos solos em relacdo a protecao

micorrizica contra acumulo de metais na raiz das plantas.
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Justificativa

A alface, Lactuca sativa, € considerada a principal hortalica folhosa consumida
no Brasil, sendo o 182 produto mais consumido em Sao Paulo. Estima-se que a alface
americana represente 20% do mercado nacional para alface e o aumento de seu
consumo esta relacionado a expansao de lanchonetes e restaurantes fast-food
(CEAGESP, 2019). A variedade ‘Gloriosa’ € uma cultivar de alface americana
tropicalizada no Brasil e que apresenta resisténcia a periodos de altas temperaturas
e alta pluviosidade, sendo adaptada ao cultivo nas condi¢des do verao brasileiro.

O desenvolvimento adequado da alface possui uma alta demanda nutricional,
sendo necessaria a manutencao da fertilidade do solo devido ao alto consumo de
nutrientes por esta espécie. Por isso, seu cultivo em larga escala esta estreitamente
associado a praticas de fertilizacdo do solo, com fertilizantes fosfatados, nitrogenados
e outros, o que pode gerar aumento da concentracao de Cd nesses solos agricultaveis
(Echer et al. 2016).

Alguns estudos apontaram a capacidade de acumulo de Cd dessa hortalica
(Garate et al. 1993; Huang et al. 2003, 2004) representando assim alto risco de
contaminacao para a populacdo. Sao necessarios entdo, estudos que avaliem a
relacao entre as praticas de fertilizagdo de solo para o plantio dessa espécie e seus
efeitos na sua fisiologia assim como no acumulo e distribuicdo de Cd nas plantas
cultivadas em solos contaminados por Cd.

Objetivos

Este projeto tem como objetivo principal investigar a relagdo entre o uso de
altos niveis de adubacao com N, P e K e a absorcéao e acumulo de Cd em plantas de
alface cultivadas em solos com concentracdes elevadas deste metal, assim como a

influéncia desses fatores no desenvolvimento e fisiologia da planta.
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Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito do Cd e de niveis elevados de fertilizacdo N, P e K no
crescimento e na alocagéao de biomassa em plantas de alface.

e Avaliar a influéncia de altos niveis de fertilizacdo do solo com N, P e K na
absorcao e distribuicado de Cd em plantas de alface.

e Avaliar o efeito do Cd e de altos niveis de fertilizagcdo no conteudo foliar de
nitratos e outros compostos nitrogenados.

e Analisar a influéncia que o excesso de fertilizantes N, P e K gera no

estabelecimento da simbiose entre raizes e fungos micorrizicos arbusculares.

Hipoteses

e Altos niveis de fertilizacdo com N, P e K alteram a absor¢cdo de Cd e sua
translocacao e acumulo na parte aérea.

e Altos niveis de fertilizagdo aumentam os niveis de nitrato a niveis
potencialmente nocivos a saude humana.

e O Cd diminui a concentracao de nitrato e outros compostos nitrogenados nas
folhas de alface.

e A absorcdo e translocacdo de Cd para a parte aérea pode influenciar
negativamente o metabolismo da planta.

e O excesso de fertilizante N, P e K prejudica a simbiose entre FMAs e as raizes
de alface.
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Materiais e métodos
Delineamento experimental:

Foi realizado um experimento em vasos e sob condi¢cdes de casa de vegetacao
onde plantas de alface foram cultivadas em solo com adi¢cao ou n&o de Cd, sob duas
diferentes concentragdes de solucao fertilizante contendo N, P e K. O experimento
seguiu esquema fatorial 2 x 2, com 14 repeticoes de cada tratamento, totalizando 56

parcelas experimentais.

Os tratamentos consistiram na adicao (Cd 10) ou ndo (Cd 0) de 10 mg kg' de
Cd ao solo, e a aplicacao da dose recomendada de fertilizantes N, P e K (1x NPK) ou
de trés vezes a dose recomendada de (3x NPK), de acordo com Trani et al. (2014),
segundo modelo explicado na tabela abaixo:
Tabela 1. Esquema mostrando os tratamentos experimentais: combinacdo dos fatores em

estudo cadmio (Cd): adicao (Cd 10) ou ndo (Cd 0) do metal e doses de fertilizacdao N, P e K,
de uma vez (1x NPK) e trés vezes (3x NPK) a dose recomendada para cultura de alface.

Tratamentos Experimentais

Cd N,PeK
Cd 10 1x NPK
Cd 10 3x NPK
Cdo 1x NPK
Cdo 3x NPK

Preparacao do solo e plantio da alface

Uma amostra de solo foi coletada na regiao de Campinas (SP) e analisada
guimicamente quanto a sua fertilidade no Centro de Solos e Recursos Ambientais do
Instituto Agronémico (IAC), seguindo protocolo estabelecido por Raij et al. (2001)
(Tabela 2). Nao foi necessario realizar calagem para ajuste do pH uma vez que estava
ao redor de 6, o que é considerado adequado para o cultivo da alface no estado de
Séao Paulo (Trani et al., 2014). O Cd foi adicionado as sub-amostras do solo na forma
de solugdo aquosa de CdCl,.5/2H,0, na concentragéo de 10 mg Cd kg de solo. A
adicao de Cd foi realizada concomitantemente a aplicacao dos fertilizantes N, P e K,
e adicionado nos tratamentos correspondentes ao solo de cada vaso.
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A aplicacao de fertilizantes de N, P e K para uma (1x NPK) e trés vezes (3x
(NPK) a dose recomendada, foi realizada de forma individual no solo de cada vaso,
com 2 L de capacidade. A dose recomendada foi estabelecida considerando-se as
recomendacdes para o cultivo da alface de 50, 320 e 120 kg ha' de N, P20s e K20,
respectivamente (Trani et al., 2014), e para trés vezes a dose recomendada esses
valores de referéncia foram multiplicados por trés. As fontes para a adicdo de N, P e
K foram respectivamente o sulfato de amdnio [(NH4)2SO4], superfosfato simples (20%
de P20s) e o cloreto de potassio (KCl), sendo o N e K adicionados em solugao aquosa
e o P em formato de pé. Os fertilizantes e o solo foram misturados manualmente vaso
a vaso e o solo foi entdo incubado por um periodo de 20 dias antes do transplante das
mudas de alface, com o fim de permitir a reacao do Cd e dos fertilizantes de N, P e K

com o0s constituintes do solo.

Antes do plantio foram retiradas sub-amostras de solo de cada parcela
experimental e submetidas a analise quimica de fertilidade no Centro de solos e
Recursos Ambientais do Instituto Agrondmico (IAC), seguindo protocolo estabelecido
por (Raij et al., 2001), e determinou-se a disponibilidade de Cd (DTPA) no solo (Tabela
2).
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Tabela 2. Analise quimica do solo utilizado no experimento antes (Original) e depois da adicao de cadmio (+ Cd) e de fertilizantes de N, P e K

em uma vez (1x NPK) e trés vezes (3X NPK) a dose recomendada de N, P e K para cultura da alface.

MO pH P res Kres Mgres H+AI SB CTC Ca res Cd Cu Fe Mn Zn B
SoLo
gdm3® CaCl, mgdm?3 mmol. dm3 mg dm?3
Original 31 5,3 13 0,8 8 17 59,8 76,8 51 nd 1,3 33 5,5 3,9 0,3
1x NPK 31 5,3 116 4,3 9 17 94,3 111,3 81 nd 1,2 28 5,2 2,4 0,3
3x NPK 30 5,2 448 8,6 9 20 1276 1476 110 nd 1,6 29 9,2 3,3 0,4
1x NPK + Cd 30 5,4 133 3,8 8 22 87,8 109,8 76 6,9 1,3 28 8,5 3,8 0,3
3x NPK + Cd 29 5,4 408 8,1 8 18 117,1 135,1 101 6,8 1,4 27 10,7 3,6 0,4

MO: matéria organica; CTC: capacidade de troca de cations; SB: saturacdo por bases; P res: fésforo resina; K res: potassio resina; Ca res: calcio

resina; Mg res: magnésio resina, nd: ndo detectado.
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Materiais bioldgicos, instalacao e conducao dos experimentos

O experimento foi realizado entre os meses de outubro e dezembro de 2019,
em casa de vegetacdo do departamento de Biologia Vegetal (IB/JUNICAMP) com
condic¢des naturais de luz e temperatura, atingindo temperaturas médias maximas e

minimas de 38,2 °C e 17 °C, respectivamente.

Sementes de alface (Lactuca sativa L.) americana da variedade “Gloriosa”
foram previamente germinadas em bandejas plasticas com vermiculita e as plantulas
mantidas sob 50% de sombreamento, por meio de sombrite, e com irrigacao manual

de acordo com a necessidade.

As plantulas foram transplantadas para vasos plasticos com 2 L de solo quando
apresentaram de 2 a 3 folhas definitivas, deixando uma planta por vaso. A irrigacao
foi feita manualmente com agua de torneira quando necessario e a coleta foi realizada

56 dias apds a semeadura, respeitando o tempo médio de cultivo comercial da alface.

Variaveis analisadas

Massa da matéria fresca e seca da parte aérea e raiz

Na coleta as plantas foram separadas em parte aérea e raiz, a raiz foi
cuidadosamente lavada em agua corrente. Em seguida, foi mensurada a massa da
matéria fresca da parte aérea (MFPA) a massa da matéria fresca da raiz (MFR) e a
area foliar em planimetro eletrénico (Li-3100, LICOR, Nebraska, USA). Parte aérea e
raiz foram secas em estufa a 60 °C, e pesadas as massas da matéria seca da parte
aérea (MSPA) e da raiz (MSR).

Posteriormente foi determinado o teor de agua (TA) da parte aérea e raiz das
plantas pela diferenca entre as massas frescas e secas de parte aérea e raiz,
respectivamente, segundo o modelo abaixo e o resultado foi expresso em

porcentagem.

(MF — MS)

TA =100 X
MF
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Caracteristicas morfolégicas das raizes

Na coleta raizes de oito plantas por tratamento foram lavadas e acondicionadas
em vidros com etanol 50% para avaliagdo de caracteristicas morfolégicas da raiz e
estimativa da colonizagdo micorrizica. Parametros relacionados a morfologia das
raizes foram avaliados pela analise de imagens digitalizadas em escaner (Epson
Expression 12000XL, Epson America) em uma resolucao de 600 dpi. através do

software WinRhizo (Régent Instruments, Canada).

Foram determinados o comprimento total das raizes, area superficial e didmetro
médio ponderado, entre outras. O comprimento especifico de raiz foi calculado como
a razao entre comprimento de raiz e a MSR.

Colonizacao micorrizica das raizes

A porcentagem do comprimento das raizes colonizadas por FMAs foi estimada
pelo método da lamina, apds prévia despigmentacao com KOH (2,5%) e coloracao da
raiz com solucado de azul de Tripan (0,05%) em glicerol acidificado (Phillips and
Hayman 1970).

Pigmentos foliares

Foram estimados os indices de clorofila, antocianinas e flavondis e o indice de
balanco de nitrogénio (IBN), na face adaxial de folhas novas completamente
expandidas de todas as plantas de cada tratamento, um dia antes da coleta, utilizando
um medidor portatil de flavonais e clorofila (DUALEX SCIENTIFIC+™ sensor, ForceA,
Franca). O valor do IBN é gerado automaticamente pelo medidor através da razéo
entre o indice de clorofila e o de flavonais.

Fluorescéncia da clorofila a
As avaliacbes da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas com um
fluorémetro portatil (modelo FluorPen FP100, Photon Systems Instruments, Czech

Republic) utilizando sinais registrados antes e depois dos impulsos de saturagéo
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[A<710 nm, PPFD ~ 10.000 pumol (fétons) m=2 s -', 0,7 s] apds excitagdo do
fotossistema | (PSI) com uma fonte longa de luz [A=735 nm, PPFD<15 Wm~2, 3,0 g].

As variaveis fotoquimicas foram estimadas um dia antes da coleta em folhas
adaptadas ao escuro por 30 min usando um “clamp” e em folhas de plantas expostas
a luz. Nas folhas adaptadas no escuro foram determinados o rendimento quantico
potencial (Fv/Fm) e o rendimento quéntico efetivo (FV'/Fm’). Nas adaptadas a luz,
foram determinados o rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (PPSII = F - Fs)

e 0 quenching nao-fotoquimico (NPQ) da fluorescéncia.

Concentracao de nutrientes e Cd em folhas e raizes

ApoOs a pesagem da parte aérea e raiz, estas foram moidas em moinho de
bancada (IKA, A11 Basic) e submetidas a digestao nitrico-perclérica (HNO3—HCIOa4).
Nos extratos foram determinados os teores de macro, micronutrientes e Cd por
espectrofotometria de emissdo em plasma (ICP-OES) (JobinYvon, JY50P
Longjumeau, France) (Abreu Junior et al. 2000). O nitrogénio total presente na parte
aérea da planta foi determinado pelo método Kjeldahl, apds digestdo sulfurica
(Bremner 1960). Nao foi determinado o nitrogénio das raizes, por insuficiéncia de

tecido vegetal.

Foi estimada o fator de translocagéo (FT) e o fator de bioacumulagéo (FBA) de
Cd na planta, utilizando os calculos estabelecidos por (Rezvani and Zaefarian 2011)

onde:

mg Cd kg™ MS parte aérea mg Cd kg’ MS parte aérea
FT = B —pares FBA =129 =P
mg Cd kg™ MS raiz mg Cd kg™ solo

Determinacao do conteudo de nitrato, amonio e aminoacidos livres

Na coleta uma folha jovem completamente expandida, de oito repeticoes de
cada tratamento, foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e posteriormente
condicionada a - 80 °C em ultra freezer. Essas folhas foram liofilizadas e maceradas

a pé fino com almofariz e pistilo, utilizando nitrogénio liquido.
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Os tecidos vegetais obtidos foram submetidos a extragdo MCW (metanol,
cloroférmio e agua, 12:5:3, v:viv) (Bieleski and Turner 1966) e a fase aquosa foi
reservada para determinacdo dos compostos nitrogenados por diferentes
metodologias colorimétricas.

O conteudo de nitrato foi determinado pelo método do acido salicilico de acordo
com (Cataldo et al. 1975), e o conteudo de aménio usando a reacao fenol-hipoclorito
pela metodologia de (McCullough 1967). A dosagem do conteudo de aminoacidos
livres foi determinado com ninhidrina seguindo a metodologia determinada por

(Cocking and Yemm 1954), usando leucina como padrao.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (Two-way ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa
Sisvar (Ferreira 2011). Dados expressos como porcentagem foram previamente
transformados pela funcado raiz quadrada do arco-seno. Com o fim de identificar as
variaveis que explicaram a maior propor¢cao da variancia total em resposta ao Cd e a
fertilizagdo com N, P e K foi realizada analise multivariada pela Andlise dos
Componentes Principais (ACP) no programa Minitab ® Statistical Software verséo
17.1.0 (Minitab, 2010).
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Resultados
Analise quimica do solo

A concentragdo de P e K presente no solo utilizado no experimento aumentou
de acordo com o esperado para o tratamento de 1x NPK e 3x NPK. Os valores de
Presina atingiram a concentragdo maxima de 133 e 448 mg dm para os solos com
adicao de uma e trés vezes a dose recomendada de N, P e K, respectivamente. A
concentracdo maxima de K foi de 4,3 mmolc dm no solo com 1x NPK e 8,6 mmolc
dm=em 3x NPK. A adicdo de 10 mg Cd resultou em concentragdes de Cd-DTPA de
aproximadamente 70% da concentracéo total de Cd aplicada, com 6,8 mg Cd dm de

solo.

A CTC e a saturacao por bases (SB) aumentaram nos solos apos a adicao de
Cd e fertilizantes de N, P e K quando comparadas com as observadas no solo antes
da aplicacdo dos tratamentos. A concentracdo de Mn disponivel aumentou nos
tratamentos com 3x NPK e na combinagéo de 1x NPK e adigédo de Cd. O valor maximo
de 10,7 mg dm3foi obtido no solo com adigao de Cd e 3x NPK. Nao foram observadas

alteragbes em outros parametros da fertilidade do solo.

Crescimento vegetal

A produgédo de biomassa da parte aérea das plantas de alface somente foi
significativamente afetada pela presenca de Cd quando cultivadas no solo com 3x
NPK, sendo a massa e a éarea foliar reduzidas em comparagcdo com as plantas que

nao foram expostas ao metal, como pode ser observado na Figura 1.A e 1.B.
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Figura 1. Producédo de biomassa e razédo parte aérea: raiz (A) e area foliar (B) de plantas de
alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) cultivadas em solo com (Cd 10) e sem (Cd 0) adicao de
cadmio e com niveis de fertilizacdo N, P e K de uma (1x NPK) e trés (3x NPK) vezes a dose
recomendada para a cultura de alface. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos com e sem Cd, dentro de cada tratamento de N, P e K e
letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos de N, P e K,
dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey (P < 0,05). Auséncia de letras indica que nao
houve diferenca significativa. Barras: + erro padréo (n = 14).

A razdo entre parte aérea e raiz (PA:R) mostrou maior alocacao de biomassa
para a parte aérea, principalmente nas plantas com altos niveis de fertilizagcao (3x
NPK), que apresentaram reducao significativa da razdo PA:R (Figura 1. A). Nao houve
efeito significativo do Cd na produgéo de biomassa das raizes (Figura 1. A).
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas das raizes, diametro médio (A), comprimento (B) e
area superficial (C), de plantas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) cultivadas em solos
com (Cd 10) e sem (Cd 0) adigcao de cadmio e com niveis de fertilizacado N, P e K de uma (1x
NPK) e trés (3x NPK) vezes o recomendado para a cultura de alface. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos com e sem Cd, dentro de cada
tratamento de N, P e K e letras maiusculas diferentes indicam diferencga significativa entre os
tratamentos de N, P e K, dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey (P < 0,05). Auséncia
de letras indica que ndo houve diferencga significativa. Barras: + erro padrao (n = 8).

Tanto a adicdo de Cd ao solo, quanto o nivel de fertilizacdo de N, P e K
influenciaram de forma significativa as caracteristicas relacionadas com a morfologia
da raiz (Figura 2). O diametro médio das raizes, o comprimento total e a area
superficial da raiz, apresentaram padrao similar de resposta em relacdo aos
tratamentos estudados (Figura 2). As plantas do tratamento 3x NPK apresentaram
significativamente menor comprimento, area superficial e diametro médio de raiz do
que plantas no tratamento 1x NPK (Figura 2). As raizes de plantas cultivadas no solo
com 1x NPK e na presenca de Cd apresentaram reducdo significativa de
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comprimento, area superficial e diametro médio em relagéo as plantas crescidas no

solo sem Cd (Figura 2).

Tabela 3. Teor de agua (%) em parte aérea e raizes de plantas de alface (Lactuca sativa var.
Gloriosa) crescidas em solos com (Cd 10) e sem (Cd 0) adicdo de cadmio e com niveis de
fertilizacdo N, P e K de uma (1x NPK) e trés (3x NPK) vezes o recomendado para a cultura
de alface.

Fertilizagdo cd Teor de Agua (%)
N,PeK mg kg Parte aérea Raiz
0 94,48 a A 95,40a A
Ix NPK
10 94,56 a B 93,40a A
0 94,49b A 94,46 a A
3x NPK
10 95,10a A 94,75a A
CV (%) 0,33 3,96

Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos com e sem
Cd, dentro de cada tratamento de N, P e K e letras mailsculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos de N, P e K, dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey
(P < 0,05). CV (%) — coeficiente de variagao.

O teor de agua na parte aérea da alface foi significativamente maior nas plantas
crescidas com presenca de Cd e superfertilizagdo, com significancia estatistica de
ambos os fatores (Tabela 3). Nas raizes o teor de agua nao apresentou efeito
significativo de nenhum dos fatores estudados (Tabela 3).

Colonizacao micorrizica

As raizes das plantas ndo apresentaram nenhuma evidéncia de colonizagcéao
por fungos micorrizicos arbusculares em nenhuma das condigbes estudadas.
Estruturas tipicas da associagdo micorrizica, como hifas intra e extrarradiculares,
vesiculas e arbusculos, ndo foram observadas em nenhuma das condi¢des

estudadas.
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Pigmentos foliares e fluorescéncia da clorofila a

As plantas crescidas em solos com 3x NPK e adicdo de Cd apresentaram
diminuicdo significativa no indice de clorofila e aumento nos indices de antocianinas
(Tabela 4). A diminuicdo no indice de clorofila esteve associada a presenca do Cd no
solo e 0 aumento da antocianina teve influéncia significativa do Cd e também dos altos
niveis de fertilizacdo do solo. Nao houve alteracdes significativas no indice de
flavonais foliares (Tabela 4).

O indice de balanco de N (IBN) e os parametros estudados da fluorescéncia da
clorofila a (NPQ, Fv/Fm, FV/Fm’ e @PSIl) ndo apresentaram influéncia significativa
dos fatores estudados.

Tabela 4. indice de pigmentos, balanco de nitrogénio (IBN) e parametros da fluorescéncia da
clorofila a em folhas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) crescidas em solos com (Cd 10)
e sem (Cd 0) adicao de cadmio e com niveis de fertilizacdo N, P e K de uma (1x NPK) e trés
(3x NPK) vezes o recomendado para a cultura de alface.

Fertilizagdio Cd Clor Flav Ant IBN NPQ Fv/Fm FV'/Fm $PSII
NPK mg kg1 unidade Dualex
0 22,56 a A 0,44a A 0,141aB 51,66aA 2,08a A 0,731aA 0,686aA 0,129a A
Ix NPK
10 21,55aA 0,42aA 0,149aB 52,44 a A 1,93aA 0,782aA 0,689aA 0,134a A
0 21,84a A 0,43aA 0,158 b A 50,65a A 1,69a A 0.752aA 0,658aA 0,129a A
3x NPK

10 19,14bA 0,40aA 0,172aA 52,96aA 1,64aA 0,754aA 0,668aA 0,134aA

CV (%) 27,37 17,49 20,87 33,84 31,03 13,15 9,28 25,82

Clor: clorofila; Flav: flavonoéis; Ant: antocianinas; IBN: indice de balanco de nitrogénio; NPQ:
quenching nao-fotoquimico; Fv/Fm: rendimento quantico potencial; Fv’/Fm’: rendimento
quantico efetivo; @PSII: eficiéncia quantica do fotossistema II; Letras minudsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos com e sem Cd, dentro de cada tratamento
de N, P e K, e letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos
de N, P e K dentro de cada nivel de Cd, pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV (%) — coeficiente
de variagao.

Concentracao de cadmio em plantas de alface

A adicdo de Cd ao solo aumentou de forma significativa a concentragcao do
metal nas plantas, mas plantas no solo com trés vezes a dose recomendada de N, P
e K apresentaram as maiores concentracoes de Cd na parte aérea, chegando aos 160
mg kg' de Cd, em termos de MS (Figura 3.A).
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A concentracédo de Cd na raiz foi menor do que a observada na parte aérea,
mas seguiu padrdo similar, com concentragdes de Cd maiores em plantas do
tratamento de 3x NPK, que apresentaram 69 mg kg™' de MS.

A concentracao de Cd em termos de massa fresca (MF) apresentou 0 mesmo
padrao descrito para a concentracdo de Cd em termos de MS, com concentracao de
Cd de até 5,9 mg kg' de MF em plantas crescidas com 1x NPK e 8,0 mg kg' de MF
para o tratamento de 3x NPK. (Figura 3.B).
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Figura 3. Concentracdo de cadmio em parte aérea e raiz em termos de massa seca (A ) e
massa fresca (B) de plantas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) cultivadas em solos com
(Cd 10) e sem (Cd 0) adi¢cao de cadmio e com niveis de fertilizacdo N, P e K de uma (1x NPK)
e trés (3x NPK) a dose recomendada para cultura de alface. Letras minusculas diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos com e sem Cd, dentro de cada tratamento
de N, P e K e letras maiusculas diferentes indicam diferencga significativa entre os tratamentos
de N, P e K dentro de cada nivel de Cd, pelo teste de Tukey (P < 0,05). Auséncia de letras
indica que ndo houve diferenga significativa. Barras: * erro padréo (n = 6). Linha vermelha
indica valor maximo de Cd permitido em alimentos no Brasil pela ANVISA.
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Ambos grupos tiveram FTs de Cd maiores do que 1, apontando que o Cd
absorvido foi significativamente translocado da raiz para a parte aérea das plantas de
alface (Tabela 5).

O fator de bioacumulacao (FBA) apresentou padrao inverso ao observado para
o FT, com maiores valores observados nas plantas crescidas em 3x NPK do que
naquelas crescidas no 1x NPK (Tabela 5). No entanto, os valores foram muito acima
de 1 em ambos os casos, indicando a alta capacidade da alface em acumular Cd.

Tabela 5. Fator de translocacéao (FT) de Cd e fator de bioacumulagéao (FBA) de Cd em plantas
de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) crescidas em solos com adicao de Cd (Cd 10) e com
niveis de fertilizacao de N, P e K de uma (1x NPK) e trés (3x NPK) vezes o recomendado para
cultura de alface.

Fertilizagdao Cd
FT FBA
NPK mg kg?
Ix NPK 10 3,04 A 15,14 A
3x NPK 10 2,33A 23,67 A
CV (%) 28,59 35,89

Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos de N, P e K,
dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV (%) — coeficiente de variagao.
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Concentracoes de nitrogénio, fésforo e potassio na planta
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Figura 4. Concentracao de nitrogénio (A) em parte aérea e concentracdo de, fosforo (B) e
potassio (C) em parte aérea e raiz de plantas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa)
cultivadas em solos com (Cd 10) e sem (Cd 0) adicdo de cadmio e com niveis de fertilizacao
N, P e K de uma (1x NPK) e trés (83x NPK) vezes o recomendado para a cultura de alface.
Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos com e sem
Cd dentro de cada tratamento de N, P e K e letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos de N, P e K dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey
(P < 0,05). Auséncia de letras indica que nao houve diferenga significativa. Barras: * erro
padrao (n = 6).
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A concentragéo de nitrogénio na parte aérea foi significativamente maior nas
plantas cultivadas em solo com 3x NPK (Figura 4 A). Dentro deste grupo que foi
exposto a superfertilizagdo do solo, a presenca de Cd no solo aumentou
significativamente a concentracao de nitrogénio na parte aérea das plantas (Figura 4
A). Nas plantas de alface cultivadas nos niveis recomendados de fertilizagdo de N, P
e K (1x NPK) o conteudo de nitrogénio foi significativamente menor em plantas
crescidas no solo com adicdo de Cd (Figura 4). A concentracao de nitrogénio nas
raizes da alface nao foi determinada.

A concentracao de fésforo na parte aérea e raiz da alface foi significativamente
maior em plantas cultivadas em solo com 3x NPK chegando aos valores maximos de
6,6 g kg' e 4,6 g kg' na parte aérea e raiz, respectivamente (Figura 4 B). A
concentracao de fésforo na parte aérea aumentou de forma significativa na presenca
do Cd no solo em plantas cultivadas com 3x NPK, apresentando aumento de 45,5 %
em relacdo as plantas crescidas no solo sem Cd. Essa tendéncia também foi
observada nas plantas com 1x NPK que apresentaram aumento de 22% na
concentracao de fosforo quando cultivadas no solo com Cd. A concentracao de fésforo
na raiz foi menor do que a observada na parte aérea e néo teve efeito significativo do
Cd (Figura 4 B).

A concentragdo de potassio na parte aérea apresentou aumento significativo
em plantas crescidas na presenca de Cd e 3x NPK, quando comparada as plantas
crescidas com 1x NPK (Figura 4 C). Houve uma tendéncia a maiores conteudos de
potassio na parte aérea de plantas no solo superfertilizado (3x NPK). As raizes
apresentaram concentragdes de potassio menores do que na parte aérea e nao houve

influéncia significativa dos fatores estudados nesta variavel.
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Tabela 6. Concentragéo de Ca, Mg, S, Fe, Mn, Cu, Zn e B em parte aérea e raizes de plantas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa)
crescidas em solos com (Cd 10) e sem (Cd 0) adicao de cadmio e com niveis de fertilizacao de N, P e K de uma (1x NPK) e trés (3x NPK)
vezes o recomendado para a cultura de alface.

cd Ca Mg S Fe Mn Cu Zn B

Fertilizagdo NPK
1

mg kg™ gkg mg kg™

Parte aérea

Cdo 14,58a A 3,52aB 3,60a A 288 b A 252a A 542aB 58,12aA 30,52aA
Ix NPK
Cd 10 1497aA 3,38a8B 3,77a8B 564 a A 253a A 5,35a8B 68,12aB 29,0a A
Cdo 10,78aB 4,78a A 3,53bA 242 a A 199a B 703bA 60,83bA 27,57bA
3x NPK
Cd 10 13,10aA 5,48aA 4,93 a A 329a8B 251aA 9,2aA 94,02aA 3568aA
Raiz
Cdo 8,65aA 2,90b A 5,13aA 8750a A 117a A 15,88a A 41,17aA 61,4aA
Ix NPK
Cd 10 6,42b A 4,33aA 4,48 a A 9170a A 79aA 16,0aA 26,27bA 58,18aA
Cdo 7,54aA 3,28a A 4,84 a A 7331aA 161a A 12,42aA 31,06aB 68,66aA
3x NPK
Cd 10 570b A 2,52a8B 5,52aA 7919a A 108 b A 14,37aA 2855aA 80,38aA
Parte aérea 15,65 14,47 14,92 45,61 18,00 12,36 15,15 18,16
CV (%)
Raiz 19,33 28,35 23,80 31,80 35,38 27,29 22,99 31,31

Letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa entre os tratamentos com e sem Cd, dentro de cada tratamento de N, P e K
e letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos de N, P e K, dentro de cada nivel de Cd pelo teste de
Tukey (P < 0,05). CV (%) — coeficiente de variacao.
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Concentracao de outros nutrientes na planta

A concentracdo de S, Zn, Cu e B na parte aérea da alface foi significativamente
maior nas plantas crescidas no solo com adicao de Cd e 3x NPK, do que em plantas
no solo sem Cd e na mesma condicdo de fertilizagdo de N, P e K (Tabela 6). A
concentracao de Fe aumentou significativamente na parte aérea das plantas crescidas
no solo com Cd e 1x NPK, em relacao aquelas no mesmo nivel de fertilizacao e sem
Cd. Ja a concentracao de célcio (Ca) foi reduzida nas folhas de plantas crescidas com
Cd e 3x NPK e sua concentracdao nas raizes foi significativamente reduzida na
presenca de Cd nos solos com 1x NPK e 3x NPK (Tabela 6).

Nas raizes de plantas cultivadas em 1x NPK e presenca de Cd foi observado
aumento significativo na concentracao de Mg e reducao significativa na concentracéao
de Zn, enquanto para o tratamento com Cd e 3x NPK, houve reducgéo significativa da

concentragdo de Mn presente nas raizes (Tabela 6).

Concentracao de nitrato, aménio e aminoacidos totais nas folhas

A concentracdo de nitrato nas folhas de alface apresentou redugéao significativa
nas plantas que cresceram com Cd e 1x NPK em comparag¢do com as crescidas em
solo com Cd e superfertilizacdo do solo, apresentando valores médios minimos de
2.482 mg kg' MS e méaximos de 3.892 mg kg' MS (Figura 5 A).

Em termos de massa fresca a concentragao de nitrato apresentou padréo igual
ao observado em termos de massa seca e os valores médios minimos e maximos

foram de 99 mg kg' e 193 mg kg MF, respectivamente. (Figura 5 B).

A concentracdo de amoénio apresentou padrdo inverso ao observado para
nitrato, com aumento significativo nas plantas crescidas com 3x NPK e sem adicéo de
Cd, chegando ao valor maximo médio de 8,6 nmol kg~' MS (Figura 5 C).

A concentracdo de aminoacidos sollveis totais nas folhas de alface foi
significativamente alterada pela superfertilizacdo com N, P e K em plantas crescendo
em ambos os niveis de Cd estudados, com aumento de 3,2 vezes em plantas
crescendo no solo com adicao de Cd e 2,5 vezes em plantas crescidas em solo sem
Cd, quando comparadas ao grupo com 1x NPK, respectivamente (Figura 5 D).
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Figura 5. Concentracdo foliar de nitrato nas massa seca (A) e fresca (B), aménio (C) e
aminoacidos soluveis totais (D) de plantas de alface (Lactuca sativa var. Gloriosa) cultivadas
em solos com (Cd 10) e sem (Cd 0) adicao de cadmio e com niveis de fertilizacdo N, P e K de
uma (1x NPK) e trés (3x NPK) vezes o recomendado para a cultura de alface. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos com e sem Cd,
dentro de cada tratamento de N, P e K e letras maiusculas diferentes indicam diferenca
significativa entre os tratamentos de N, P e K, dentro de cada nivel de Cd pelo teste de Tukey
(P < 0,05). Auséncia de letras indica que ndo houve diferenca significativa. Barras: * erro

padrao (n = 8).
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Analise dos componentes principais
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Figura 6. Agrupamento dos tratamentos experimentais por Analise de Componentes
Principais (A) e grafico bidimensional (loading plot) (B) das variaveis analisadas dispersas nos
componentes 1 e 2. Cd 0- 1 x NPK: Sem adicédo de Cd e uma vez a dose de NPK; Cd 0— 3
x NPK: Sem adicao de Cd e trés vezes a dose de NPK; Cd 10- 1 x NPK: Com adigcéo de Cd
e uma vez a dose de NPK; Cd 10- 3 x NPK: Com adicdo de Cd e trés vezes a dose de NPK.
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Abreviagbes: MSPA: massa seca da parte aérea, MSR: massa seca de raiz, Folhas: numero
de folhas, Chl: concentracdo de clorofila, Antoc: concentracdo de antocianinas, Vol-R:
volume de raiz, Compr-R: comprimento de raiz, Diam-R: didmetro médio da raiz, AS-R: area
Superficial da raiz, R-N, R-P, R-K, R-Ca, R-Mg, R-S, R-Fe, R-Mn, R-Cu, R-Zn e R-B:
concentracao de nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Cu, Zn e B na raiz, F-N, F-P, F-K, F-
Ca, F-Mg, F-S, F-Fe, F-Mn, F-Cu, F-Zn e F-B: concentracdo de nutrientes N, P, K, Ca, Mg,
S, Fe, Mn, Cu, Zn e B nas folhas. R-TRA e F-TRA: teor relativo de agua nas raizes e folhas,
respectivamente, FT-Cd: fator de translocacdo do Cd, BAF-Cd: Fator de bioacumulagdo do
Cd, R-Cd/MF: concentracdo de Cd por massa fresca da raiz, R-Cd: concentracdo de Cd por
massa seca da raiz, F-Cd/MF: concentracdo de Cd por massa fresca da folha, F-Cd:
concentracao de Cd por massa seca da folha.
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Discussao

O aumento significativo da concentragdo de Cd em plantas com trés vezes a
dose recomendada de N, P e K evidencia claramente a relagédo positiva existente entre
a fertilizagéo e o acimulo do metal pela alface. Isso péde ser afirmado pelo aumento
de 53% na concentracdo de Cd na parte aérea e 85% do Cd na raiz das plantas
crescidas no solo com alta fertilizacao em relagdo as plantas crescidas em 1x NPK
(Figura 3.A).

As concentragdes de Cd na parte aérea da alface, em termos de MF (Figura
3.B) chegaram a 8,05 mg kg™, e por tanto, ultrapassaram significativamente os limites
estipulados pela ANVISA, de 0,2 mg Cd kg™ para a hortalica fresca, assim como o
valor méaximo de 2 mg Cd kg'', que é o valor maximo permitido para contetido de Cd
em qualquer alimento. Outra observagéo de interesse € que as concentracdes de Cd
foram maiores na parte aérea do que na raiz das plantas de alface. A alta capacidade
da alface “gloriosa” em absorver, translocar e acumular o Cd na parte aérea é
corroborada pelos fatores de translocacgao (FT) e de bioacumulacédo (FBA) de Cd na
alface (Tabela 5), que foram ambos maiores do que 1 em plantas crescidas no solo
com adicdo de Cd e em ambos os niveis de fertilizacdo com N, P e K. Esses valores
evidenciam a indicagdo dessa variedade como acumuladora de Cd (Rezvani and
Zaefarian 2011), enquanto outros ensaios, conduzidos em hidroponia, demonstraram
a capacidade acumulativa da alface para Cd (Benzarti et al. 2008; Zorrig et al. 2013),
com concentragcbes de 350 pg Cd kg' MS para alfaces da variedade “divina”
cultivadas em 330 mL de solugao nutritiva contendo 15 ug de CdClz. Esses valores
foram de qualquer forma bem menores aos observados no presente estudo, com

concentracgdes de até160 mg Cd kg' MS na parte aérea.

O risco do consumidor ingerir niveis de Cd acima do permitido pelo consumo
de alface contaminada pode ser ainda maior pelo fato da auséncia de sintomas visuais
de toxicidade por Cd nas folhas, como clorose, necrose e/ou desidratacao, por
exemplo, contrariamente aos resultados relatados por Monteiro et al., (2009) para
plantas de alface lisa expostas a 100 uM Cd em sistema de hidroponia, as quais

apresentaram clorose, senescéncia induzida e reducédo da capacidade fotossintética.

Pelo observado na andlise de componentes principais (Figuras 6 A e B), em

geral, o efeito da adicdo de Cd para a alface foi mais notado nas variaveis analisadas
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na parte aérea, em especial no tratamento com 3x NPK onde houve maior acumulo
de Cd nas folhas e foi observada maior magnitude das variaveis de nutrientes foliares,
principalmente o Zn, S, P e K. Nas plantas crescidas com adi¢cdo de Cd no solo e 1x
NPK o Fe foi o nutriente de maior relevancia na discriminacdo desse grupo, com

aumento significativo da sua concentragdo na parte aérea.

A manutencdo de um status mineral adequado possui relacdo com a
capacidade de tolerancia da planta ao estresse por Cd (Nazar et al. 2012). No geral,
neste trabalho os macro e micronutrientes presentes na parte aérea ficaram dentro
das faixas de concentracdo estabelecidas como adequadas para folhas de alface
(Trani, 2007; Boletim 100, 1996) com excecao do Ca que apresentou teores
levemente mais baixos que os adequados (15-25 g kg™') em plantas com 3x NPK e do
S, Mn e Fe que foram mais altos do que o adequado (50-150, 1,5 -2,5 e 30-150 mg
kg para o Fe, S e Mn, respectivamente) (Boletim 100, 1996).

O aumento na concentracdo de P, K, Mg e Fe na parte aérea das plantas
crescidas no solo com maior concentracdo de Cd pode estar relacionado com a
capacidade da variedade ‘Gloriosa” em absorver e usar minerais também como
mecanismo de defesa contra a exposicao ao Cd, usando-os também como quelantes
para metais téxicos como ja foi sugerido por (Antosiewicz 1995; Haque et al. 2009;
Gusman et al. 2013). O Fe, que possui papel importante na preservacao do aparato
fotossintético das plantas, na biossintese da clorofila e nas reagdes que ocorrem no
fotossistema Il (PSIl) (Tanaka et al. 1998; Amann et al. 2004), em plantas
acumuladoras de Cd tem capacidade de estabilizar os tilacdéides e atuar na
manutencao de niveis dos pigmentos fotossintetizantes no cloroplasto (Qureshi et al.
2010). Enquanto o S é intimamente associado com a composi¢cao de PC e outros
compostos quelantes como o tripeptideo GSH, sua absorcdo e assimilacdo €
fundamental para a sobrevivéncia de plantas sob estresse por Cd e outro metais (Fan
et al. 2010; Gill and Tuteja 2011). O aumento na concentracao desses compostos com
funcdo detoxificante pode estar associado com a auséncia de sintomas visuais de
toxicidade por Cd nas plantas contaminadas por Cd, assim como ao funcionamento
adequado dos fotossistemas (Tabela 4). A concentracdo de S na parte aérea foi maior
em plantas expostas ao Cd e com trés vezes a dose recomendada de N, P e K. Esse
aumento de S no tratamento de 3x NPK pode ser relacionado com a presenca de S
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na composicdo do supersimples utilizado como fertilizante fosfatado, mas é
perceptivel o efeito da interacdo entre a fertilizacao 3x NPK e a adicdo do Cd para o
aumento na concentracdo de S nas plantas em comparagéo com as plantas que foram
cultivadas sem Cd em 3x NPK. Outros trabalhos ja tinham relacionado o aumento na
absorcdo e S com a presenca de metais pesados como o Cd (de Andrade and Da
Silveira 2008), e sugerido a sua relacdo com a maior demanda de compostos ricos
em tiois envolvidos na quelagao dos ions Cd?* (Nocito et al. 2002). Foi demonstrado
em plantas de Arabidopsis que apds o estresse por Cd a via de assimilagdo de S foi
induzida, aumentando a transcricdo de genes ATP- sulfurilase (APS3), APS redutase
(PRH19 e PRH43) e sulfito redutase (SiR), relacionados com o suprimento maior de
GSH para biossintese de PC (Harada et al. 2002). O aumento na transcricao desses
genes foi positivamente relacionado com a concentracédo de Cd a qual a planta foi
exposta (Harada et al. 2002).

O Zn é um constituinte proteico e co-fator enzimatico, atuando essencialmente
na regulacao e atividade da estrutura de proteinas. Na absorcao de Zn estado
envolvidos diferentes transportadores da familia ZIP, os quais fazem parte do
processo de captacdo de cations metdlicos nas raizes, sendo possivelmente um dos
componentes envolvidos na hiperacumulagao de Cd (Kramer et al. 2007). O Fe por
sua vez, esta intimamente relacionado ao transporte de Cd compartiihando os
mesmos transportadores oriundos de genes AtNramp, os quais podem ser induzidos
e/ou modulados pelas concentragdes de Fe presentes no solo (Lombi et al. 2002).
Dessa forma, o aumento observado nesses nutrientes pode estar também relacionado

com a atividade hiperacumuladora de Cd na variedade Gloriosa de alface.

O Mn atua nos sistemas enzimaticos da planta participando do processo de
fotolise da agua na fotossintese e também na assimilagdo do nitrato (Tian et al, 2016).
Sua disponibilidade no solo esta fortemente relacionada a concentracdo de ions
presentes no substrato, sendo mais liberado das particulas as quais esta adsorvido
guanto maior for o acumulo de sais no solo (Miyazawa et al 1993). O Mn, por possuir
o maior fluxo difusivo entre os micronutrientes catiénicos é possivelmente o primeiro
€ ser adsorvido no solo (Miyazawa et al 1993). Neste experimento o aumento na
concentragdo de Mn observados apos a adicdo de CdClz e os fertilizantes de N, P e
K ao solo (Tabela 2) refletiu na concentracdo de Mn na parte aérea, que estava
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levemente acima do esperado para plantas de alface (35 -150 mg kg'). Esse
incremento no Mn foliar pode estar relacionado com o bom funcionamento do aparato
fotossintético da planta, observado pelos parametros da fluorescéncia da clorofila a
(Tabela 4), que indicam eficiéncia da atividade fotoquimica, os quais nao foram
alterados pela presenca do Cd ou pela fertilizacdo N, P e K

De acordo com o observado na ACP (Figuras 6, A e B) a separagdo dos
tratamentos de 1x e 3x NPK no solo teve maior magnitude para as variaveis
relacionadas com a raiz, como caracteristicas morfolégicas e producao de biomassa,
assim como para as variaveis de concentragdo de nitrato, aménio e aminoacidos
soluveis totais nas folhas. Sendo que a adicdo de 3x NPK resultou em diminuicao
significativa da producdo de raizes e aumento na concentragdo de compostos

nitrogenados (nitratos, amonio e aminoacidos livres) na parte aérea.

O fato de incrementar em trés vezes a recomendacéo de fertilizacdo de N, P e
K n&o influenciou a producdo de biomassa da parte aérea da alface, que nao
aumentou em resposta ao acréscimo de fertilizacdo do solo, assim como visto em
outros ensaios, onde ja foi demonstrado que o alto suprimento de nutrientes nao
aumenta a producao de biomassa foliar em alface (Albornoz and Heinrich Lieth 2015).
O pequeno aumento na alocagdo de biomassa na parte aérea das plantas
superfertilizadas (Figura 1. A) demonstra a desvantagem econdmica de se investir em
maiores quantidades de fertilizacdo em detrimento de producdo muito similar a
adquirida nas alfaces cultivadas em 1x NPK.

O efeito negativo do Cd sobre o crescimento da planta com reducdo da
biomassa e area foliar (Figura 1.A e 1.B), relatados por (Ci et al., 2010) foi observado
somente nas plantas crescidas com a combinagao entre trés vezes a recomendacao
de N, P eK, e aadicido de 10 mg Cd kg no solo. As plantas nesse tratamento também
apresentaram diminuicao dos indices de clorofila e aumento de antocianinas (Tabela
4), 0 que pode estar relacionado com a diminuicdo do crescimento, além de ser
indicativo do estresse causado pelo acumulo do metal pesado nas folhas das plantas
nessas condi¢oes (Lagriffoul et al. 1998; Mobin and Khan 2007; Parmar et al. 2013).
O aumento significativo do TRA da parte aérea de plantas com 3x NPK e Cd,
possivelmente estd associado ao aumento da concentracdo de nutrientes observado

nesse grupo de plantas, considerando-se a grande capacidade da alface em acumular
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metabdlitos em seus vacuolos (Byrne et al, 2002), esse acumulo de metabdlitos
atuaria facilitando a entrada e acumulo de agua nos tecidos da parte aérea da alface
e permitindo que a planta ndo tenha seu crescimento prejudicado, uma vez que o solo
com maior nivel de fertilizacdo e com adicao de Cd possivelmente teria maior forca
ibnica e causaria estresse salino e osmético nas plantas (Bartels et al, 2005).

A producao de raizes foi afetada por ambos os tratamentos com Cd e N, P e K.
O efeito do Cd, entretanto, foi percebido apenas nas plantas crescidas em 1x NPK
com alteracdo na concentragdo dos nutrientes Zn, Mg e Ca e diminuicdo nos
parametros de morfologia radicular, em comparacao as plantas crescidas em 1x NPK
sem Cd. A concentracao de Ca e Mn foi diminuida enquanto os valores de Mg e Zn
aumentaram significativamente nas raizes expostas ao Cd. Em raizes de soja (Glycine
max), cultivadas em 140 nmol de CdCl2 foram observados resultados semelhantes,
com aumento da concentracao de Zn e pequeno aumento de Ca (Andresen et al.,
2019) enquanto raizes de tomate apresentaram diminuicdo na concentracdo de Mn
(Borges et al, 2019). Parametros da morfologia radicular (Figura 2) responderam a
presenca de Cd em 1x NPK, com diminuigdo no didmetro médio, comprimento e area
superficial das raizes. Efeito semelhante foi descrito para raizes de tomate (Solanum
lycopersicum) expostas a solugédo nutritiva com 35 pM de CdCl2 em hidroponia, as
quais apresentaram redugcdo de 75% do seu comprimento e de 50 % da area
superficial em relacao as raizes das plantas controle, sem Cd (Borges et al, 2019).
Plantas de amendoim (Arachis hypogaea) expostas a 20 yM de CdCl2 em hidroponia,
também apresentaram diminuicdo da area superficial e comprimento da raiz, mas sem
alteracdo do seu volume (Lu et al., 2013), assim como o observado nas raizes de
alface crescidas em 1x NPK.

A alta disponibilidade de nutrientes no solo que recebeu trés vezes o
recomendado de N, P e K também contribuiu para a diminuicdo da biomassa,
didmetro, comprimento e a area superficial das raizes, sendo que neste tratamento
nao foi observada a influéncia do Cd (Figuras 1 e 2). A diminuicdo da raiz em resposta
ao aumento de nutrientes disponiveis também foi observada em alface cultivada em
hidroponia com niveis crescentes de solugdes fertilizantes (Albornoz and Heinrich
Lieth 2015). A diminuigéao da raiz em geral, esta associada com a reducgéo da partilha
de recursos com as raizes em plantas cultivadas em altas disponibilidades de
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nutrientes (Poorter et al. 2012). O excesso de P inorgénico no solo pode ser inibidor
do crescimento primario das raizes ao atenuar a atividade meristematica, esse efeito
foi observado em raizes de Arabidopsis cultivadas a partir de 1,25 mM de P que
apresentaram arquitetura radicular mais curta, rasa e menos ramificada, acima de 2,5
mM de P foi observado também diminuicdo do comprimento total e da raiz primaria
(Shukla et al., 2017).

Neste trabalho o solo utilizado foi um solo natural ndo estéril, e que, por tanto,
deveria possuir propagulos de FMAs nativos do solo. A auséncia de simbiose
micorrizica nas raizes da alface neste experimento possivelmente esta relacionada as
altas concentragdes de P disponivel no solo, tanto no tratamento com uma vez a
recomendacgdo de N, P e K, quanto no tratamento com trés vezes essa dose. A adicao
de fertilizante fosfatado pode ter prejudicado a simbiose entre os FMAs nativos do solo
e as raizes de alface, no entanto, a auséncia de tratamento sem fertilizagdo do solo
nos impede afirmar que essa foi realmente a causa da auséncia de micorrizacao das
plantas. Essas concentragdes de Presina N0 solo foram de 116 e 448 mg dm, nos solos
com 1x e 3 x N, P e K (Tabela 2). Condicdes similares de inibicdo da simbiose
micorrizica por altos niveis de P inorganico ja foram descritas na literatura (Mosse and
Phillips 1971; Graham et al. 1981; Schroeder and Janos 2005). E conhecido que
plantas com status alto ou suficiente de P podem ter a iniciacdo da simbiose
micorrizica inibida. E foi observado em plantas com a simbiose micorrizica ja
estabelecida, que a formagdo de novos arbusculos € rapidamente inibida apds a
aplicacao de P inorganico, prejudicando assim a interface simbi6tica onde ocorrem a
troca de nutrientes entre hospede e hospedeiro. (Vierheilig et al. 2000; Kobae et al.
2016; Muller and Harrison 2019). Varias vias sinalizadoras regulam e controlam o
status de fosforo na planta e a formagéo e desenvolvimento da simbiose micorrizica,
nestas vias estdo envolvidos sinalizadores hormonais, microRNAs e peptideos (Maller
and Harrison 2019).

As concentracdes de N na parte aérea (Figura 4) estavam de acordo com o
adequado para alface (Trani, 2007), tanto nas plantas com uma vez como em aquelas
com trés vezes a dose recomendada de N, P e K. Para o nitrato (Figura 5), a
concentracdo nas folhas de alface chegaram ao valor maximo de 193 mg kg' MF
ficando dentro dos valores considerados adequados para o consumo humano (McCall
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and Willumsen 1998), proximos dos valores médios de 300 mg NOs kg' MF,
observados em alfaces de cultivo convencional crescidas na primavera com
fertilizacdo NPK de formulacdo 12:12:17 (Kapoulas et al. 2017) e abaixo dos valores
médios de 939 mg kg' MS, observados em cultivo convencional no campo para
plantas de alface crespas comercializadas no inverno (Beninni et al. 2002). O
conteudo de nitrato em alface pode ser modificado por efeitos sazonais, de
temperatura, pluviosidade e luminosidade sendo esperadas diminuigdes nas
concentragbes em cultivos feitos no verdo, durante altas luminosidades e
temperaturas, devido a maior taxa de assimilagao de nitrato nestas condi¢des. Essas
variagbes sado esperadas e bem documentadas na literatura (Cantliffe 1972;
Richardson and Hardgrave 1992; Kanaan and Economakis 1993; Da Luz et al. 2008).

O aumento no conteudo de nitrato em plantas crescidas em 3x NPK e Cd em
relacdo aos demais tratamentos, (Figura 5) pode estar associada as alteragdes
observadas na arquitetura radicular das plantas causadas pelo Cd. Como visto em
raizes de milho expostas a 10 yM de Cd, as quais apresentaram alteracdo na
expressao de genes transportadores da familia NRT/PTR, reprimindo a expressao de
transportadores de NOs de alta afinidade, enquanto os de baixa afinidade néao
aparentaram ser afetados pela presenca de Cd (Rizzardo et al., 2012). Nas plantas
crescidas em 3x NPK néao foi observado efeito do Cd na morfologia radicular e o
aumento na concentracdo de N disponivel no solo possivelmente se sobrepds ao
efeito do Cd e a redugéo do nitrato nao foi observada O aumento significativo na
concentragdo de aminodcidos soluveis totais nas folhas de alface cultivadas com 3x
NPK sugerem maior transporte e assimilagcao de nitrato pela planta nessas condicoes

experimentais.
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Conclusao

Os resultados obtidos mostram que o nivel de fertilizagdo de N, P e K influencia
de forma clara a absorcdo de Cd em plantas de alface, aumentando principalmente a
concentracdo deste elemento na parte aérea das plantas, composta principalmente
das folhas, no caso da alface. Outro aspecto que ficou evidente € a capacidade da
alface como acumuladora e extratora de Cd, uma vez que acumulou maior

concentracéo de Cd na parte aérea do que nas raizes.

A absorc¢ao e translocagédo de Cd para a parte aérea da alface nao influenciou
negativamente o metabolismo nutricional da planta e a espécie horticola se mostrou
bastante tolerante as altas concentragdes de Cd no solo, sem sintomas visuais de
toxicidade por Cd e com producao de biomassa, no geral, muito similar a encontrada
em solos sem presenca do metal. O excesso de fertilizacdo alterou a producgéo e
morfologia das raizes e ndo aumentou os niveis de nitratos, e outros compostos
nitrogenados nas folhas de alface O uso de doses de N, P e K acima das
recomendadas para o cultivo da alface nao reverteu em maior producéo de biomassa,
demonstrando nao haver vantagem econdmica no uso de fertilizantes acima da dose

recomendada.

Os valores de FT e FBA de Cd na alface, corroboram a alta capacidade
extratora da planta para esse metal pesado, colocando a planta no grupo de
hiperacumuladoras para Cd, com até 160,9 mg kg de Cd na parte aérea. Estes
resultados revelam o risco de contaminacao por acumulo de metal pesado de um
produto horticola amplamente comercializado e cujo as folhas sdo consumidas pela
populacédo. O acréscimo na concentracado de Cd da planta em resposta ao aumento
de fertilizacdo N, P e K é um fator de grande perigo que deve ser considerado durante
a producdo e manejo agricola da alface, uma vez que mesmo dentro das
concentracdes de Cd consideradas adequadas para solos agricolas houve grande
acumulo do metal nas plantas cultivadas. A fim de minimizar esses riscos seria
necessario entéo, estabelecer doses seguras de fertilizacdo contendo N, P e K para o
cultivo da alface evitar o acumulo de Cd nessa espécie, caso 0 solo estivesse

contaminado com o metal.
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