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RESUMO

SENSIBILIDADE IN VITRO DE PLANTAS DE BATATA AO CADMIO

AUTORA: LUANA DA SILVA CADORE
ORIENTADOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN

A batata € a terceira cultura mais importante para alimentacdo humana, sendo o tubérculo mais
produzido no mundo. Com isso surge a preocupacdo do cultivo de batata em solos
contaminados com metais pesados e dentre estes o cadmio (Cd), que é um elemento
extremamente toxico e prejudicial para a saide humana. O objetivo desta pesquisa foi estudar
a sensibilidade de plantas de batata a adi¢cdo de Cd ao meio de cultura. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo de Melhoramento e Propagacao
Vegetativa de Plantas. Foram utilizados os clones SMI1J461-1, SMINIA793101-3,
SMINIA00017-6, SMIG 227-1 e as cultivares Vivaldi e Asterix de batata. Inicialmente foram
definidas as concentragdes de Cd adicionadas ao meio de cultura e o tempo de avaliacdo das
plantas do clone SMIJ461-1. Foram avaliadas as porcentagens de sobrevivéncia e
enraizamento, a altura da parte aérea e 0 nimero de folhas e raizes aos 7, 14, 21 e 28 dias e a
atividade da enzima catalase aos 28 dias de cultivo in vitro. Os resultados obtidos demonstram
efeitos adversos entre as concentracGes de Cd sobre o crescimento in vitro das plantas do clone
de batata SM1J461-1 para todos os caracteres avaliados, dependendo da concentracdo de Cd no
meio de cultura. As concentrac6es de 0, 45, 90 e 135 uM de Cd no meio de cultura podem ser
utilizadas para avaliagdo in vitro da sensibilidade de clones de batata ao Cd e a avaliagdo pode
ser realizada aos 14 dias de cultivo. A avaliacdo da sensibilidade das plantas dos seis clones de
batata indicou que a adi¢do destas concentracbes de Cd ao meio cultura afetou positiva e
negativamente todos os caracteres de todos os clones avaliados aos 14 dias de cultivo. Asterix,
Vivaldi, SMIG227-1 e SMINIA00017-6 também apresentaram alteracdes significativas na
atividade da enzima catalase, sendo que Asterix apresentou um aumento na atividade da
enzima. Assim, conclui-se que os clones de batata estudados apresentam sensibilidade a
presenca de Cd no meio de cultura. Este estudo visa contribuir para a selecéo de clones de batata
que apresentem baixo ou nulo acimulo de Cd em tubérculos.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., metais pesados, toxicidade, crescimento.



ABSTRACT

IN VITRO SENSITIVITY OF POTATO PLANTS TO CADMIUM

AUTHOR: LUANA DA SILVA CADORE
ADVISOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN

The potato is the third most important crop for human consumption and the most produced
tuber in the world. With that, there is a huge concern for potato cultivation in soils contaminated
with heavy metals, such as cadmium (Cd), which is an extremely toxic element and harmful to
human health. Therefore, the objective of this study was to investigate the sensitivity of potato
plants to the addition of Cd to the culture medium. The experiments were carried out at the
Tissue Culture Laboratory of the Center of Plant Breeding and Vegetative Propagation. The
clones SM1J461-1, SMINIA793101-3, SMINIA00017-6, SMIG 227-1, and the potato cultivars
‘Vivaldi’ and ‘Asterix’ were studied. The Cd concentrations added to the culture medium and
evaluation time of the plants of clone SMIJ461-1 were defined. Survival rates, rooting
percentages, shoot height, and the number of leaves and roots at 7, 14, 21, and 28 days and
catalase enzyme activity at 28 days of in vitro cultivation were evaluated. The results
demonstrated adverse effects between Cd concentrations on the in vitro growth of
SMIJ461plants for all evaluated traits, and these effects depend on the Cd concentration in the
culture medium. The concentrations of 0, 45, 90, and 135 uM of Cd in the culture medium
should be used for the in vitro evaluation of potato clones’ sensitivity to Cd at 14 days of
cultivation. The plants’ sensitivity of the six potato clones indicated that adding these Cd
concentrations to the culture medium positively and negatively affected all traits of clones
evaluated at 14 days of cultivation. ‘Asterix’, ‘Vivaldi’, SM1G227-1, and SMINIA00017-6 also
showed significant changes in catalase enzyme activity, with ‘Asterix’ showing an increase in
enzyme activity. Therefore, it is concluded that the potato clones studied are sensitive to the
presence of Cd in the culture medium. This study aims to contribute to the selection of potato
clones that have low or no Cd accumulation in tubers.

Keywords: Solanum tuberosum L., heavy metals, toxicity, growth.
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1 INTRODUCAO GERAL

A poluicdo ambiental € algo sério e preocupante, e nos ultimos anos a contaminacéo por
elementos téxicos, sejam eles metais traco ou metais pesados, tem aumentado expressivamente,
devido a elevada industrializacéo, o que eleva a liberacéo de efluentes industriais, bem como o
aumento no uso de fertilizantes, produtos quimicos, dentre outros fatores (MODENES et al.,
2013; AUGUSTO et al., 2014; POLETTI et al., 2014). O nivel de contaminacao por metais é
preocupante, devido a grande capacidade de retencdo e, especialmente, pela movimentacéao
destes metais no solo, pela possibilidade de atingir o lencol freético, além da provavel absorcao
destes elementos pelas plantas, disponibilizando esses metais a cadeia alimentar. Alguns
aspectos como capacidade de troca de cations, pH, temperatura, potencial redox, teor de matéria
organica e tipo de argila presente no solo, contribuem para a mobilidade e disponibilidade de
metais pesados no solo (CARVALHO et al., 2013; AUGUSTO et al., 2014).

Dentre os metais pesados presentes em solos contaminados e plantas neles cultivadas
tem-se o cadmio (Cd), que devido a sua alta toxicidade e seus efeitos negativos para 0s seres
vivos, tem sido intensamente estudado e pode ser considerado um metal bioacumulativo, ou
seja, apresenta a capacidade de se acumular em organismos bioldgicos (CAMPOS et al., 2013;
ZHANG; REYNOLDS, 2019). O Cd pode ser considerado potencialmente cancerigeno e pode
afetar os rins, pulmdes e o sistema reprodutor (POLETT] et al., 2014).

O Cd pode estar presente no solo na forma de ions e em complexo, sendo esta a forma
mais abundante. Pode ser encontrado associado a ligantes inorganicos como CI-, SO42, HCO3"
e F, e a ligantes organicos como aminoacidos, citrato e oxalato, por exemplo (ZHANG,;
REYNOLDS, 2019). Assim, € importante conhecer os niveis de Cd encontrados no solo para o
controle da solubilidade e fitodisponibilidade deste metal, visto que algumas plantas possuem
afinidade para sua absorcdo. O Cd nas plantas pode acarretar diminui¢do do seu crescimento,
reduzir a taxa fotossintética, provocar alteracdes enzimaticas e metabdlicas, sendo 0s seus
efeitos agravados de acordo com a concentracao e o tempo de exposicdo ao metal (KATANA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001; OLIVEIRA et al., 2001).

A insercédo de metais pesados, incluindo o Cd, na dieta humana pode se dar via alimentos
contaminados. A batata (Solanum tuberosum L.) é um dos alimentos mais importantes para a
humanidade, pois se trata do tubérculo mais produzido e a terceira cultura de maior importancia
para a dieta humana, sendo cultivada em mais de 160 paises, é de suma importancia que se
tenha garantida a qualidade deste alimento no que diz respeito aos niveis de metais (FAO,

2018). Em 2019, o Brasil foi responsavel por produzir 3.854.054 toneladas de batata, em uma
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area total de 125.548 hectares (IBGE, 2020), sendo produzida durante todos os meses do ano,
em diferentes regides, onde os principais estados produtores sdo Minas Gerais (32,8%), Sé&o
Paulo (20,6%), Parana (18,7%), Rio Grande do Sul (10,5%), Bahia (7,9%), Goias (5,2%) e
Santa Catarina (3,9%) (IBGE, 2015).

A exposicdo de plantas de batata ao Cd ocorre principalmente através da deposicao
atmosférica e da aplicacdo de fertilizantes fosfatados e quando expostas ao metal, as plantas
podem apresentar reducdo no crescimento, bem como alteracbes nas concentracbes de
nutrientes minerais e parametros bioquimicos, sendo estas modificacdes dependentes do
genotipo, pois estes diferem na capacidade de acumular e translocar Cd (DUNBAR et al., 2003;
GONGCALVES et al., 2007; GONCALVES et al., 2009a; CORGUINHA et al., 2015). Sabe-se
gue o elemento é absorvido pelas raizes e pode ser translocado para as demais partes da planta.
Em cebola galesa (Allium fistulosum L.) por exemplo, foi encontrada uma concentracao de até
0,61 mg.kg? de Cd em pseudocaule (LI et al., 2016), ja em batata foi encontrada uma
concentragéo de 0,016 a 0,3 mg.kg™ de Cd no tubérculo. Somente a batata pode representar
mais de 50% do total de intoxicagdes em humanos pelo metal (KATANA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001). Logo, devido a grande contaminacdo dos solos agricolas, se faz necessario
estudar alternativas seguras para evitar a entrada ou reduzir os niveis de Cd e outros elementos
que possam estar presentes na dieta humana.

Diante do exposto, a batata é um dos cultivos mais disseminados no mundo, a terceira
fonte alimentar em importancia e tem grande potencial para intoxicacdo em humanos. Assim,
0 objetivo geral desta pesquisa foi estudar a sensibilidade de plantas de batata a adi¢cdo de Cd
ao meio de cultura. Os objetivos especificos foram avaliar as respostas morfofisioldgicas de
plantas de batata cultivadas in vitro na presenca de Cd, definir uma metodologia para inferir
sobre a sensibilidade de diferentes clones e comparar as respostas morfofisiologicas in vitro de
plantas de clones de batata expostas a concentracdes de Cd, visando selecionar clones de batata

que apresentem baixo ou nulo acimulo de Cd nos tubérculos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BATATA: ASPECTOS GERAIS

A batata (Solanum tuberosum L.) pertence a divisdo Angiospermae, classe
Dicotyledonae, ordem Gentianalis, familia Solanaceae, género Solanum Lineais,
subgénero/subsespécie Solanum, secdo Petota, série tuberosa, originaria e domesticada pela
primeira vez nas montanhas dos Andes da America do Sul. Existem mais de 4.500 variedades
de batata nativas, encontradas principalmente nos Andes, além de 100-180 espécies de batata
selvagem, que embora sejam muito amargas para serem consumidas, sua importante
biodiversidade inclui resisténcia natural a pragas, doencas e condi¢des climaticas (EMBRAPA,
2020; CIP, 2020).

A espécie é cultivada a mais de 7.000 anos pelos povos nativos, e foi inserida na Europa
proximo ao ano de 1570 por colonizadores espanhdis; porém, somente em 1620 tornou-se
alimento popular, quando introduzida na América do Norte (LOPES; BUSO, 1997; SILVA et
al., 2013). E uma espécie que evoluiu para a propagacio vegetativa através de um propagulo
natural denominado tubérculo, que se trata de um caule modificado, sendo a propagacéo
vegetativa fundamental para a fixacdo do conteldo genético das plantas, permitindo a formacéo
de clones (FAVORETTO, 2009).

A batata é uma planta herbacea anual, que cresce até 100 cm de altura e a medida que
vai se desenvolvendo, sua producdo de amido destina-se para as extremidades de suas hastes
subterraneas ou estolfes. Ao engrossarem as hastes formam os tubérculos, préximos a
superficie do solo, e o numero de tubérculos que atingem a maturidade depende,
principalmente, da umidade e dos nutrientes disponiveis no solo, variando em forma e tamanho
com peso médio de até 300 g cada. No final do periodo de desenvolvimento, ocorre a morte das
folhas e caules da planta, bem como os tubérculos se desprendem de seus estolGes. Os
tubérculos sdo a fonte de reserva de nutrientes e permitem que a planta sobreviva ao frio e
depois se regenere, iniciando novo ciclo vegetativo (CIP, 2020).

A batata é a terceira cultura alimentar mais importante do mundo, depois do arroz e do
trigo em termos de consumo humano, devido a composicdo do tubérculo que possui 80% de
agua, cerca de 16% de carboidratos, principalmente amido em suas diferentes formas, 1% a 2%
de fibra, concentrada na casca e entre 0,1% a 0,7% de agucares simples, além de possuir
proteinas em abundancia, correspondendo a aproximadamente 2% da sua composicdo, e
tambem possui vitaminas do tipo A, B1, B2, B5 e C (EMBRAPA, 2020).
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O cultivo de batata se d& em diversos paises, sendo que a producdo total agricola global
excede 300 milhGes de toneladas (CIP, 2020). No Brasil, a producdo concentra-se nos estados
de Minas Gerais, sendo este responsavel por 33% da produc¢édo anual, seguido do Parana que é
responsavel por 21%, Sao Paulo com 17% e Rio Grande do Sul com 10% (SILVA et al., 2014).
No Rio Grande do Sul, a batata é cultivada nos meses de agosto e dezembro (primavera), e
fevereiro e junho (outono), e 0 armazenamento dos tubérculos em temperatura adequada é um
aliado para reduzir as perdas pos-colheita, atuando também como meio de regular a oferta do
produto no mercado (BISOGNIN et al., 2008).

Os tubérculos podem ser comercializados diretamente no mercado ou vendidos para
indUstria de processamento, chegando ao consumidor final na forma in natura, de batatas pré-
fritas congeladas, ou ainda ser destinados para industria de bebidas finas e alimentos
desidratados (COGNATO et al., 2016). Conforme dados da FAO (2018), as raizes e 0s
tubérculos sdo responsaveis por grande parte do suprimento alimentar no mundo, além de serem
fonte para a alimentacdo animal, e aproximadamente, 55% da producdo de raizes e tubérculos
¢ consumida na forma de alimento, o restante é utilizado como material de plantio, na
alimentacdo de animais, na obtencdo de amido, destilados, alcool, dentre outros produtos.

Os tubérculos utilizados na alimentacdo podem ser preparados na gordura, na agua, no
vapor ou ainda no forno, e é devido a esta facilidade e flexibilidade de preparo que a batata é
uma das hortalicas mais apreciadas no mundo, bem como devido a sua alta capacidade de
produzir carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais em curto periodo (LOVATTO et al.,
2012), sendo considerada um alimento basico na dieta humana (YE et al., 2020).

Com os avancos tecnoldgicos no setor agricola, a producao de tubérculos aumentou em
torno de 2,7% nos ultimos anos, porém ainda se faz necessario desenvolver cultivares que sejam
mais produtivas, resistentes e, principalmente, adaptadas as condi¢fes de clima subtropical e
tropical do Brasil (SILVA et al., 2014). Estima-se que aproximadamente 13% da producédo de
batata no Brasil é utilizada como batata-semente; contudo, somente em torno de 30% da batata-
semente tem origem certificada ou similar. Dentre as formas de producédo da batata-semente, a
técnica de cultura de tecidos é sempre utilizada por possibilitar maior controle sobre a
incidéncia de patégenos e contaminacdo, o que permite a micropropagacdo em larga escala
(FORTES; PEREIRA, 2003).
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2.2 CARACTERIZACAO DA BATATA

A batata cultivada fora da regido de origem e, portanto, a mais cosmopolita é tetraploide,
ou seja, 2n=2x=48, cuja classificacdo a coloca na subsecao Potatoe que compreende 18 séries,
pertencendo a série Tuberosa. A forma tetraploide, Solanum tuberosum é considerada uma
selecdo originada a partir de uma pequena introducéo de tubérculos de S. tuberosum subsp.
andigena procedente provavelmente da Coldmbia e Peru, com uma base genética muito estreita.
Por meio de selecdo, esta foi adaptada para tuberizar sob comprimento de dia mais longo e
diferentes condicGes ambientais da Europa e, posteriormente, ocorreu a disperséo por todo o
mundo como o tipo cultivado. Entretanto, existe outra teoria de que ap6s a epidemia de
requeima, que dizimou lavouras de batata na Europa na década de 1940, foram inseridos acessos
de S. tuberosum subsp. Tuberosum originarios do Chile (FAVORETTO, 2009), o que pode ter
ampliado a base genética da batata tetraploide.

Das espécies do género Solanum, 74% sdo diploides, 4,5% triploides e 11,5% sdo
tetraploides, sendo o restante pentaploides e hexaploides, formando uma série euploide de
2n=24 (dipldide), 36 (triploide), 48 (tetrapldide), 60 (pentapldide) e 72 (hexapldide)
(FAVORETTO, 2009). Na maioria das cultivares de batata, o androceu e gineceu amadurecem
ao mesmo tempo, o que facilita a autofecundacdo, porém em algumas cultivares os botbes
florais caem antes da polinizacdo e em outras ocorre florescimento, contudo, o seu p6len estéril
ndo permite a autofecundacdo (EMBRAPA, 2020). Além disso, as espécies diploides também
apresentam autoincompatibilidade muito desenvolvida (LIBERAL, 1966), o que obriga a
fecundacéo cruzada.

O ciclo de desenvolvimento da batata é dividido em quatro fases, sendo as fases de
brotacdo dos tubérculos, vegetativa, tuberizacdo e senescéncia. A fase de brotacdo dos
tubérculos é dividida em quatro etapas, iniciando com a dorméncia, que caracteriza 0s
tubérculos logo apds serem colhidos no campo, fato que impossibilita a brotagdo em condicdes
favoraveis, podendo se manter durante semanas ou meses apos a colheita. A segunda etapa
corresponde ao inicio da brotacdo, que corresponde ao surgimento de ao menos um broto apical
de 2 mm de comprimento, sendo que esta etapa ocorre imediatamente apds a dorméncia. A
terceira etapa € de plena brotacdo dos tubérculos, que é caracterizada pela presenca de brotos
laterais com ao menos 2 mm de comprimento, ou seja, periodo entre o crescimento vigoroso de
muitos brotos em diferentes partes do tubérculo até 0 momento em que inicia a ramificacdo dos
brotos. Por fim, o crescimento dos brotos propicia a formacdo dos primérdios radiculares na

base dos brotos, correspondendo esta etapa ao inicio da formacdo das raizes, e € onde 0s
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tubérculos apresentam rapido envelhecimento fisiolégico, que ocasiona a senescéncia destes
quando ndo plantados, pois € o plantio dos tubérculos que propicia a formagdo das raizes e o
rapido crescimento dos brotos, que irdo emergir do solo e formar as hastes principais, que se
ramificam na superficie do solo ou logo abaixo do nivel do solo (HELDWEIN et al., 2009).

A fase vegetativa inicia com a emergéncia de uma ou mais hastes em mais de 50% das
covas, assim com a emergéncia das hastes principais e o inicio da atividade fotossintética ocorre
o0 estabelecimento do sistema radicular, bem como o aumento da area foliar, e esta fase pode
durar de 10 a 40 dias, de acordo com a cultivar escolhida, as condi¢6es ambientais e a época de
plantio. A fase de tuberizagdo inicia quando ocorre a diferenciagdo e o crescimento dos
tubérculos na extremidade dos estol6es, € um estagio importante de desenvolvimento, visto que
é neste momento que a particdo de assimilados da planta modifica-se, os acUcares produzidos
pela fotossintese sdo convertidos em amido e armazenados nos tubérculos, e esta fase dura de
30 a 50 dias de acordo com a cultivar escolhida e da época de plantio. Na fase de senescéncia,
onde ocorre uma reducdo gradual da fotossintese e um amarelecimento de folhas e hastes, até
a secagem completa da parte aérea, nesta fase os assimilados produzidos e as reservas da parte
aérea sao direcionadas para os tubérculos, sendo esta fase pouco variavel entre as cultivares,
sua duracdo é de 15 a 25 dias. Ao final desta fase de senescéncia tem-se a maturacdo dos
tubérculos bem como a formacao da casca (HELDWEIN et al., 2009).

2.3 CADMIO

Os metais sdo considerados uma das maiores fontes de poluicdo do solo e dentre os
principais contaminantes podemos citar o cobre (Cu), niquel (Ni), cadmio (Cd), zinco (Zn),
cromo (Cr) e chumbo (Pb) (MAGNA et al., 2013), sendo o Cd um elemento extremamente
toxico para o ambiente (REIS et al., 2014). A biodisponibilidade dos metais depende de fatores,
como a quimica do metal, o grau de carga, o pH, a capacidade de troca cationica (CTC), o
potencial redox, o contetdo de matéria organica, a natureza da superficie do solo, o tamanho
das particulas, bem como a presenca de outros compostos inorganicos (HERNANDEZ, 2015).

O Cd é um metal cuja densidade € 8,6 g.cm, de maneira geral, metais pesados possuem
uma densidade superior a 5 g.cm, por esse motivo o Cd é considerado um metal traco, ou seja,
um elemento quimico néo essencial, com potencial de se tornar poluente ambiental mesmo em
baixas concentracdes e, pode surgir naturalmente de acordo com o material de origem do solo
(TOPPI; GABBRIELLI, 1999; ASHRAFZADEH et al., 2017). Dentre as substancias mais

perigosas, determinadas pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, 0 Cd é o
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quarto metal mais perigoso. Isto porque afeta os processos bioldgicos dos seres humanos,
animais e plantas, além de ser facilmente transferido para a cadeia alimentar, tornando-se um
potencial contaminante para seres humanos (FIRME et al., 2014).

A presenca de Cd ocorre praticamente em todos os alimentos, por ser um poluente
industrial e ambiental, porém sua concentragdo varia de acordo com a origem no meio, com a
concentracdo do metal, bem como com a disponibilidade de Cd no meio em condi¢Oes de ser
absorvido pela planta (GODT et al., 2006). Além disso, 0 elemento estd presente nos
fertilizantes fosfatados na forma de sulfeto de Cd, sendo depositado nos solos agricolas através
da aplicacdo repetitiva, 0 que ocasiona aumento no teor de Cd na planta, porém a
bioacumulacdo geralmente ndo € afetada pela concentracdo inicial de Cd no fertilizante, mas
pela frequéncia e duracdo da aplicacdo deste insumo. Por exemplo, em cada Kg de adubo
fosfatado podem ser encontradas aproximadamente 300 mg de Cd, contudo, nem toda a
quantidade de Cd encontrada sera depositada no solo, devido a baixa solubilidade do fertilizante
(ZHANG; REYNOLDS, 2019).

A permanéncia e a mobilidade de metais pesados no solo representam sérios riscos
ambientais para os seres vivos, e os diferentes tipos de solo, em geral, apresentam grande
capacidade de retencdo de metais pesados. Entretanto, quando a capacidade é ultrapassada, 0s
metais acabam sendo liberados para o meio, e essa mobilidade de solutos no solo € determinada
pela extensdo de adsorcdo dos coloides. Assim, algumas propriedades do solo que afetam a
capacidade de adsorcao de Cd sdo teor de matéria organica e de o0xidos de Fe e Al, capacidade
de troca de céations, pH e forca ibnica da solucdo (OLIVEIRA et al., 2010).

Os mecanismos de transporte dos metais no solo podem ser por adveccéo, dispersao
mecanica e difusdo molecular, sendo esses processos influenciados por caracteristicas locais,
como a condutividade hidraulica e umidade do solo, granulometria, bem como a estrutura e
graus de estratificacdo do perfil do solo. O transporte por adveccdo esta relacionado com a
velocidade do fluxo hidraulico, desta forma, o contaminante é carregado junto com a massa de
agua, de acordo com o fluxo subterraneo natural; ja a difusdo molecular € um processo
espontaneo, definido atraves de um espalhamento do material quando existe diferenca de
concentracdo, predominando nos meios porosos, pois a velocidade é mais lenta; a dispersdo
mecanica é realizada no sentido do fluxo como consequéncia das variacGes entre os poros do
solo e é caracterizada por um espalhamento do material (OLIVEIRA et al., 2010).

Uma vez presente no solo, o Cd pode ocasionar toxicidade na planta, e isso ocorre
devido a intera¢do do elemento com os nutrientes minerais, dentre os quais pode-se citar zinco

(Zn), ferro (Fe), célcio (Ca), potassio (K), manganés (Mn), cobre (Cu), silicio (Si) e magnésio
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(Mg). Isto porque alguns cations competem pelos mesmos sitios de troca, de maneira geral a
adsorcdo de Cd pode ser reduzida quando em presenca de ions competitivos nos solos (HE et
al., 2017). Contudo, determinar os teores naturais de Cd nos solos é dificil, pois a maioria das
regides ja sofreu influéncia antropica, principalmente, pela expansdo da fronteira agricola
(CAMPOS et al., 2013).

Os alimentos podem ser contaminados por Cd devido a sua presenca no solo, pela
irrigacdo com agua contaminada, atraves da poluicdo atmosférica e da adubacdo fosfatada
(SATARUG et al., 2003). Além disso, devido ao fato do Cd ser um elemento movel, facilitando
a absorcdo desse metal pelas raizes das plantas (IDREES et al., 2015) podendo chegar ao
xilema, tanto pela via simplastica quanto apoplastica (SALT et al., 1995). Portanto, a
contaminacdo da populacdo ocorre por meio da ingestdo de alimentos, sendo a principal fonte

de exposi¢do nao-ocupacional por Cd (SATARUG et al., 2003).

2.4 CADMIO NA SAUDE HUMANA

A exposicdo ao Cd ocasiona efeitos negativos a salde humana, pois o metal é retido no
corpo e os niveis se acumulam de acordo com a idade, devido a sua meia-vida biologica ser
longa, entre 10 e 30 anos (BUHA et al., 2019). Os efeitos a salde humana podem ser desde
insuficiéncia renal, distarbios 6sseos, distdrbios neuroldgicos, problemas no sistema reprodutor
masculino, como ocasionar desequilibrio de Zn, Mg e Cu no corpo e urina, além de causar
cancer. Sabe-se que os efeitos do Cd no organismo humano podem ser iguais entre homens,
mulheres e criangas, porém os dois Ultimos sdo mais vulneraveis aos efeitos nefrotdxicos do
Cd. Esta maior sensibilidade é devida ao menor armazenamento de ferro (Fe) e a uma regulacéo
positiva dos canais de ferro, que facilitam o aumento das concentracdes de Cd, poiso Cd e o
Fe usam mecanismos de absor¢do semelhantes (ZHANG; REYNOLDS, 2019).

O Cd tambem pode afetar o sistema esquelético, aumentando potencialmente o risco de
osteoporose e fraturas 0sseas, independente se a exposicao € a altos ou baixos niveis deste metal
(BUHA et al., 2019). Além disso, pode causar danos a saude humana em nivel celular,
correlacionando-se com o estresse oxidativo e danos ao DNA, sendo essas perdas extremamente
dependentes da dose e tempo de exposicdo, por exemplo, a exposicdo a 5 uM de Cd pode
reduzir a capacidade de reparo da lesdo de DNA em 75% (ZHANG; REYNOLDS, 2019).

Na literatura existem diversos relatos sobre a contaminacgdo por Cd e suas ameacgas a
salde humana, até mesmo referente a interrupcao do suprimento de alimentos, como o surto da

doenga “Itai-Itai” no Japdo, que aconteceu durante a década de 1960, sendo a primeira
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ocorréncia documentada de envenenamento em massa, cuja causa foi o consumo de arroz
contaminado por Cd. Em 2013, as autoridades chinesas descobriram que 44,4% do arroz e
produtos derivados estavam contaminados com altos niveis de Cd na sua segunda maior cidade,
Guangzhou, culminando no fechamento de grandes areas produtoras e severas restricbes no
fornecimento do grdo (SHAHRIAR et al., 2020).

A presenca de Cd nos alimentos produzidos no mundo inteiro é uma realidade, logo
alguns valores devem ser considerados para a seguranca alimentar e, de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) atraves do comité codex alimentar, foram estabelecidos
limites para a presenca de Cd em vegetais, cujos valores tolerados sdo de 0,05 a 0,2 mg.Kg™*
(MAGNA et al., 2013) enquanto a ingestdo diaria toleravel ¢ de 1 pug.Kg™ de peso corporal,
segundo a OMS (ASHRAFZADEH et al., 2017).

2.5 CADMIO NAS PLANTAS

A fitotoxicidade e a disponibilidade dos metais pesados depende, sobretudo, das reacdes
no complexo rizosférico, abrangendo processos de troca entre a solugédo do solo, a planta e a
concentracdo do metal. Porém, a fitotoxicidade de metais pesados atinge primeiramente a
membrana vegetal, afetando o ndcleo ou até mesmo afetando a producdo de hormdnios que
estdo presentes na parte aérea das plantas. Logo, a acumulacdo de metais pesados ocorre de
maneira diferente dentre as espécies vegetais, 6rgaos e tecidos das plantas (IDREES et al.,
2015; VIEIRA et al., 2015).

O Cd nédo é um elemento exigido pelas plantas para o seu crescimento e reproducéo, e
sabe-se que o indice de bioacumulagéo de Cd?* nas plantas ¢ alto, podendo exceder o de muitos
minerais essenciais. Além disso, a interacdo de Cd com outros elementos essenciais pode
ocasionar deficiéncias nutricionais graves, que alteram o balanco de nutrientes da planta
exposta ao metal, resultando em distdrbios fisioldgicos, além de reducdo do crescimento e
produtividade, uma vez que o acumulo de Cd afeta a absor¢éo e translocagédo de nutrientes nos
vegetais (GONCALVES et al., 2009a). Também pode ocorrer a competi¢do entre os nutrientes
e 0 Cd pelos locais de ligagdo em compartimentos como parede celular, membrana plasmética
e célula, o que influencia na distribuicdo do metal na planta, como por exemplo a entrada de
Cd por canais de Ca nas folhas, afeta negativamente a relacdo planta-agua, acarretando em
fechamento estomatico, diminuindo a taxa de transpiracéo e inibindo a fotossintese, o que leva
a inibicdo do crescimento e desequilibrio no nivel de nutrientes (NAZAR et al., 2012). Logo, 0

metal afeta os sistemas vitais da planta, porém seus efeitos variam em fungdo do tempo de
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exposicao ao metal, ou seja, quanto maior o periodo de exposi¢do, maior é a sua interferéncia
sobre o sistema metabdlico, fisioldgico e estrutural das plantas, podendo ocasionar danos a
mitocondria e acarretar morte celular por apoptose ou necrose (GALLEGO et al., 2012;
AUGUSTO et al., 2014).

A entrada de Cd nas raizes ocorre por meio do tecido cortical, podendo alcangar o xilema
através das vias apoplastica e/ou simpléstica, formando complexos com &cidos organicos ou
fitoquelatinas. Logo, o elemento é absorvido e acumulado pelas plantas, porém esse processo €
influenciado de acordo com a espécie e cultivar, bem como fatores de solo, dentre eles pH, teor
de matéria organica, capacidade de troca de cations e condutividade elétrica (SANDERSON et
al., 2019).

Ao ser absorvido pelas plantas, o Cd induz ao estresse hidrico, pois diminui a
condutancia estomatica, a transpiracdo e o teor relativo de 4gua nas folhas, afetando também a
absorcdo de nutrientes e a permeabilidade da membrana plasmaética (HE et al., 2017). Assim, 0
acumulo excessivo de Cd causa estresse nas plantas e pode interferir em diversos processos
fisiolégicos, como mencionado anteriormente, além de afetar a expressao proteica, alterando
genes, estimulando ou inibindo a atividade de véarias enzimas antioxidantes, bem como
aumentando o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a peroxidacdo lipidica
(TOPPI; GABBRIELLI, 1999; HE et al., 2017).

O funcionamento/acdo das enzimas fotossintéticas pode ser impedido também pela
presenca de Cd, especialmente as que estdo envolvidas no ciclo de Calvin e biossintese da
clorofila, como é o caso da enzima 3-aminolevulinica desidratase (ALA-D). Isto se deve ao fato
de que o Cd, quando presente em elevadas concentracfes, ocasiona danos aos tecidos, ERO,
que incluem radicais superoxido (O2™), peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila
(OH"). As espécies reativas de oxigénio em baixas concentracfes sdo essenciais para manter a
homeostase das plantas, porém em maiores niveis acabam reagindo com lipidios, proteinas,
pigmentos e acidos nucleicos, acarretando danos a membrana, bem como inativagdo das
enzimas, afetando a viabilidade celular (GONCALVES et al., 2009b). Como as ERO resultam
em peroxidacéo lipidica e na degradacéo da clorofila, ocasionam perda funcional e estrutural
das membranas bioldgicas, afetando proteinas e acidos nucléicos, reduzindo o crescimento e a
produtividade, e quando o tempo de exposicéao e a concentracdo de Cd séo elevadas, acarretam
morte da planta (VIEIRA et al., 2015).

A absor¢do de Cd pelas plantas também ocasiona alteragcbes morfologicas, como
escurecimento das raizes, redu¢do do comprimento radicular, diminuicdo da biomassa seca,

além de aumentar o diametro radicular, devido ao aumento no tamanho das células do
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parénquima e dos tecidos corticais, porém esses efeitos podem variar de acordo com a espécie
em estudo (FERREIRA, 2013; HE et al., 2017; SHANYING et al., 2017). Na parte aérea das
plantas, o Cd reduz a taxa liquida de assimilacdo de CO., diminuindo a atividade da enzima
rubisco, acarretando reducéo da biomassa e crescimento das plantas, além de ocasionar clorose,
necrose, dessecacdo das folhas e posterior queda destas, isto porque o Cd desorganiza as
estruturas dos cloroplastos, reduzindo a biossintese de clorofila. O Cd afeta ainda a senescéncia
foliar, pois atua induzindo o peroxissomo, atraves da ativacéo de enzimas do ciclo do glioxilato,
como malato sintase e isocitrato, bem como as peptidases peroxissémicas (GALLEGO et al.,
2012; SANDERSON et al., 2019).

Diante disto, fica evidente que o Cd é absorvido e acumulado pelas plantas, e alguns
fatores devem ser observados quando se trata da concentracdo deste metal, por exemplo, quando
o teor total no solo ultrapassa 8 mg.Kg™ ou entdo a concentragdo biodisponivel € superior a
0,001 mg.Kg™. No tecido da planta, quando as concentragdes ficam entre 3 e 30 mg.Kg™ é o
momento que normalmente surgem sintomas, como crescimento atrofiado, clorose, necrose,
escurecimento das raizes e posterior morte da planta (HE et al., 2017). Todavia, algumas plantas
podem acumular menores quantidades de Cd, contudo os mecanismos de tolerancia ao metal
ainda necessitam ser melhor entendidos (SANDERSON et al., 2019).

Em batata foi observado que na dose de 100 uM promoveu grande estresse oxidativo e
0 sistema antioxidativo das plantulas ndo foi eficiente o suficiente para reverter os efeitos do
estresse (GONCALVES et al., 2009b). Também foi observado que a concentracdo média de
Cd nos tubérculos foi de 0,10 + 0,09 mg.Kg?, sendo relatado que o teor de Zn no solo
influenciou o acimulo de Cd, porém a variacdo de Zn no tubérculo foi minima, variando entre
3,10 e 5,58 mg.Kg! (SANDERSON et al., 2019). J4 em tomate exposto ao Cd, foi observada
reducao de 72% no numero de frutos por planta, isto se deve a diminui¢do no nimero de flores
em desenvolvimento e ao aumento do nimero de flores abortadas por individuo (HED1JI et al.,
2015).

2.6 TRANSLOCACAO DE Cd NA PLANTA

Os elementos minerais, de maneira geral, tém relativa mobilidade nas plantas, e o
movimento destes para a superficie da raiz depende de alguns fatores, como a difusédo de
elementos ao longo do gradiente de concentracdo formado devido a captacdo, ocasionando
esgotamento do elemento na raiz; a interceptacao radicular, onde o volume do solo é deslocado

pelo volume radicular devido ao crescimento das raizes; e ao fluxo de massa (NAZAR et al.,
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2012). Inicialmente os metais sdo retidos no apoplasto das raizes, sendo uma por¢do da
quantidade total dos metais transportada para as células, ao mesmo tempo em que outra fragdo
permanece retida na parede celular, e uma parcela também é conduzida até a membrana
plasmatica (HERNANDEZ, 2015).

O Cd é um cétion divalente e, por este motivo, acaba competindo com célcio (Ca),
magnésio (Mg) ou ferro (Fe) por exemplo, em seu transporte atraves das membranas das
células, sendo absorvido pelas plantas por meio de transportadores de cations que estdo
normalmente envolvidos na absorcdo de elementos essenciais (NAZAR et al., 2012). Todavia,
0 movimento de Cd nas plantas é regulado pelos tecidos vasculares, sendo as proteinas
transportadoras presentes nas membranas dos tecidos vasculares, responsaveis por regularem a
absorcdo do metal. Logo, a passagem do Cd através do sistema é bastante semelhante ao
movimento do soluto, ocorrendo por intermédio de meios adsorventes porosos. Assim, a
translocacdo de Cd para a parte aérea pode estar ligada a absor¢do do metal pelo sistema
radicular, e ndo somente ao fluxo de 4gua na planta (PRASSAD, 1995).

Diversos estudos ainda estdo sendo realizados visando a compreensao dos mecanismos
moleculares de absorcdo e transporte de Cd nas plantas, com espécies como Arabidopsis
thaliana e Oryza sativa (ZHANG et al., 2012). Porém, sabe-se que existem Vvérias proteinas
relacionadas ao transporte de Cd, como os transportadores da familia ZIP e NRAMP ou ainda,
canais e transportadores de Ca (NAZAR et al., 2012). Além disso, também estdo envolvidas no
transporte de Cd as proteinas transportadoras de zinco, as chamadas ZRT, as responsaveis pelo
transporte de ferro, chamadas de IRT1 e ZIPs, bem como as ATPases de metais pesados,
chamadas de HMAs (Heavy Metal ATPase) (WANG et al., 2018). O Cd pode também entrar
nas células da raiz na forma de quelatos por proteinas Yellow-Stripe 1-Like (YSL) (GALLEGO
etal., 2012) e chegar ao xilema, podendo alcancar a parte aérea das plantas mediante o processo
de transpiracdo (FERREIRA, 2013).

Destaca-se que a proteina ATPase 3 do tipo P1B € encontrada em espécies vegetais
geralmente no tonoplasto, e foi mencionada como responsavel pela conducdo de Cd para os
vacuolos em Oryza sativa e Arabdopsis thaliana. Em Brassica rapa foi constatado que o
polimorfismo da sequéncia de codificagdo de BrHMA3 atua no acimulo do metal nos tecidos
acima do solo, pois este gene € expresso, principalmente, nas raizes e codifica uma proteina que
pode ser uma importante fonte para reduzir a concentracdo de Cd nas partes comestiveis,
sugerindo que BrHMAZ é capaz de transportar Cd (ZHANG et al., 2012).

O Cd é toxico para as células vegetais mesmo quando presente em baixas concentragdes,

e por esse motivo as plantas desenvolveram diferentes mecanismos para suportar a sua
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presencga, como imobilizagdo, excluséo do metal, excrecéo ativa, distribuicao restrita em tecidos
sensiveis, ligacdo do metal & parede celular, quelagdo por moléculas organicas e
compartimentalizacdo vacuolar (GALLEGO et al., 2012). O mecanismo de imobilizacdo dos
ions de Cd através da parede celular atua como uma “barreira”, principalmente, nas células
radiculares; a exclusdo é executada pela membrana plasmética visando ndo permitir a entrada
de ions no citosol da célula; e a compartimentalizacdo dos ions no vacuolo é a ferramenta que
possibilita a desintoxicacao e tolerancia ao metal, pois inibe a circulacdo deste ion no citosol da
célula (TOPPI; GABBRIELLI, 1999).

Assim, os vacuolos das células vegetais desempenham papel importante na manutencéo
da homeostase de nutrientes e dos elementos toxicos, logo, ap6s o Cd ser absorvido, uma por¢ao
consideravel é sequestrada para os vacuolos das células da raiz (ZHANG et al., 2012). Devido
ao vacuolo estar envolvido com o sequestro de Cd e por esse motivo, na tolerancia induzida,
varias familias de transportadores estdo envolvidas nesse processo de transporte (GALLEGO
etal., 2012).

2.7 SELECAO E TOLERANCIA

No processo evolutivo das plantas, houve o desenvolvimento de mecanismos de
adaptacGes as condi¢cBes ambientais, que podem ser abidticos e bidticos (ROBAYO,;
GUTIERREZ, 2014). De maneira geral, plantas que se desenvolvem em ambiente contaminado
por metais pesados tendem a responder de maneira diferente a este ambiente. Ou seja, podem
exibir sintomas de toxicidade sendo consideradas plantas sensiveis ou ainda, se desenvolvem
sob altas concentracdes de metais pesados sem apresentarem efeitos tdxicos, as quais sao
consideradas plantas tolerantes (RODRIGUES et al., 2016).

Os mecanismos de tolerancia das plantas a metais pesados ndo sdo totalmente
conhecidos ainda, porém em parte pode-se dizer que depende da reducéo da absor¢do do metal,
na manutencdo da concentracdo do elemento, conservando o teor abaixo de alguns limites pré-
estabelecidos (VIEIRA et al., 2015). Nesse intuito, o melhoramento genético esta
profundamente relacionado com a variabilidade genética, que tem papel fundamental nos
programas de cruzamento e selecdo de genotipos melhorados, e o estudo da diversidade
genética entre os acessos de um banco de germoplasma gera informacfes de potenciais
genitores a serem utilizados (FAVORETTO, 2009).

Visando contribuir para a redugdo da absorcdo e acimulo de Cd nos tecidos das plantas,

algumas praticas agronémicas adequadas devem ser consideradas, como diminuir a
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contaminagdo dos solos por exemplo, porém € de grande importancia desenvolver cultivares
que acumulem menos Cd em sua parte aérea e radicular (ZORRIG et al., 2019). No arroz, por
exemplo, existem cultivares que quando expostas a solos contaminados acumulam um nivel
baixo de Cd nos gréos, tornando a ingestdo segura, do ponto de vista do nivel aceitavel de Cd
(CHIAO et al., 2019). Os estudos para investigar a extensdo da variacdo na bioacumulacéo em
tubérculos, de diferentes cultivares de batata que foram cultivadas em solos ndo contaminados
com Cd e outros elementos minerais ainda sdo escassos, mesmo essa linha de pesquisa sendo
importantissima para embasar informacdes mais abrangentes sobre a absorcdo de Cd pelas
plantas (ASHRAFZADEH et al., 2017).

Na batata, sabe-se que existem grandes diferencas entre as cultivares quanto ao nivel de
Cd em tubérculos, sendo uma estratégia pratica de triagem para a selecdo de cultivares que
apresentem baixo acimulo de Cd nos tubérculos (YE et al., 2020). Um padréo diferencial de
acumulagdo de Cd foi observado em diferentes cultivares de batata, onde as concentragdes mais
altas de Cd foram encontradas nas folhas e caules, e, em torno de apenas 7%, foi mensurado
nos tubérculos (YE et al., 2020). Dez cultivares de batata foram estudadas quanto a presenca
de Cd em tubérculos, onde foram encontradas concentrag@es de 0,04 a 0,34 mg.Kg, sendo que
as cultivares Laura, Yukon Gold e Purple Passion apresentaram os mais altos niveis de acimulo
de Cd, com concentracbes de 0,18 a 0,21 mg.Kg?, enquanto a cultivar Summer Delight
apresentou 0 menor acimulo de Cd 0,07 mg.Kg™* (ASHRAFZADEH et al., 2017).

Também foi observado que ao utilizar diferentes concentrac6es de Cd, tanto no cultivo
in vitro quanto em soluc¢do nutritiva, duas cultivares de batata apresentaram elevados teores de
Cd nas raizes e parte aérea, quando comparadas ao tratamento controle. Isto evidencia a
importancia de estudar os efeitos de Cd em diferentes clones de batata in e ex vitro
(GONGCALVES et al., 2009a).

Em Brassica rapa também foi encontrada uma grande variacdo no acimulo de Cd em
64 acessos estudados. Isto foi devido a variacdo na translocacao raiz/parte aérea de Cd, sendo
possivel inferir que 0 BrHMA3 é um determinante chave da translocacdo e acumulacao de Cd
nas brotacdes de B. rapa devido a capacidade de sequestrar Cd nos vacuolos das células da raiz.
Os autores observaram correlagfes importantes entre as concentraces de Zn e Cd na parte
aérea dos 64 acessos da espécie, resultados que sugerem a possibilidade de outros genes
envolvidos na captagéo e/ou translocacdo de Zn e Cd simultaneamente em B. rapa (ZHANG et
al., 2012).

Assim, as informagGes e dados disponiveis na literatura, evidenciam a importancia de

estudar clones e cultivares de batata quanto aos niveis de absorcéo e translocacédo de Cd, com
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intuito de identificar aqueles que apresentem baixo ou nulo acimulo deste metal nos tubérculos,

visando a seguranca alimentar da humanidade.
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3 PRODUCAO CIENTIFICA

IN VITRO SENSITIVITY OF POTATO PLANTS TO CADMIUM EXPOSURE
SENSIBILIDADE IN VITRO DE PLANTAS DE BATATA EXPOSTAS AO CADMIO

ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a heavy metal that is extremely dangerous to human health and can be found
naturally in soils, deposited through industrial waste or phosphate fertilization. In this study,
we aimed to evaluate the morphological responses of in vitro grown plants of potato in the
presence of Cd and define a procedure for assessing Cd sensitivity of different clones. The
potato clone SMI1J461-1 was cultured in the presence of Cd at concentrations of 0, 20, 40, 60,
80, 90, 110, 120, 140, and 160 uM L. Survival, rooting, number and height of shoots, leaf and
root counts were evaluated at 7, 14, 21, and 28 days of cultivation. Adverse effects of Cd on
the growth of the potato plants, exerted in a concentration-dependent manner, were observed
for shoot height, leaf and root counts. The results of this study indicate that Cd concentrations
of 0, 45, 90, and 135 uM L"* can be used for future in vitro evaluation of potato clone sensitivity
to Cd exposure.

Keywords: Solanum tuberosum L., heavy metal, growth, plant micropropagation.

RESUMO

O cédmio (Cd) é um metal pesado extremamente perigoso a salde humana, podendo ser
encontrado naturalmente nos solos, depositado através de residuos industriais ou da adubacéo
fosfatada. Este trabalho teve por objetivo avaliar as respostas morfoldgicas de plantas de batata
cultivadas in vitro na presenca de Cd e definir uma metodologia para inferir sobre a
sensibilidade de diferentes clones. Foi estudado o clone SM1J461-1 de batata, nas concentracdes
de 0, 20, 40, 60, 80, 90, 110, 120, 140, 160 uM de Cd adicionadas ao meio de cultura. A
sobrevivéncia, 0 enraizamento, o numero de brotac6es, a altura da parte aérea e 0 nimero de
folhas e raizes foram avaliados aos 7, 14, 21 e 28 dias de cultivo. Foram observados efeitos
adversos de concentracBes de Cd sobre o crescimento in vitro das plantas de batata do clone
SMIJ461-1 para a altura da parte aérea e o numero de folhas e raizes, sendo estes efeitos
dependentes das concentracGes de Cd adicionadas ao meio de cultura. Os resultados deste
estudo indicam que as concentragdes de 0, 45, 90 e 135 uM de Cd podem ser utilizadas para a
avaliacdo in vitro da sensibilidade de clones de batata a presenca de Cd.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., metal pesado, crescimento, micropropagacdo de
plantas.

Potato (Solanum tuberosum L.) is the third most important food crop worldwide and is
grown in more than 160 countries (FAO, 2018). According to the Brazilian Potato Association,
potato agribusiness in Brazil involves approximately 5,000 producers, with an area of
approximately 130,000 hectares and an annual production of 3.5 million of tons of potato. A
large part of this production is destined for the market, with 18% used by the potato chip
processing industry (PEREIRA; SILVA, 2019). Potatoes are rich in carbohydrates, proteins, B

vitamins, iron, potassium, calcium, phosphorus, and starch. Their nutritional value, combined



28

with ease of preparation and gastronomic versatility, makes potato a part of the human staple
diet (YE et al., 2020).

Cadmium (Cd), a heavy metal, is a soil contaminant with no known essential biological
function but is toxic to plants and animals even at low levels. Contamination of agricultural
soils by Cd and other heavy metals is the main source of these elements in plants, which
introduces them into the food chain. Cd is naturally present in the soil and its concentration
depends on the origin, composition, and development of the soil. Besides that, Cd is a
component of phosphate fertilizers, in the form of Cd sulfate, and its application contribute to
Cd accumulation in the soil (ZHANG; REYNOLDS, 2019). Sources and brands of phosphate
fertilizers differ in Cd content. Among nineteen samples, six had higher than 12 mg Kg, one
had higher than 43 mg Kg, and the rest have less than 3 mg Kg* of fertilizer (BIZZARRO et
al., 2008).

The risks to human health linked to the consumption of potatoes contaminated by toxic
metals, including Cd, are a cause for concern worldwide (PENG et al., 2018). Moreover, since
potato is an important and staple food for humans, it carries a risk of introducing Cd in the
human diet. Thus, identification of potato clones tolerant to Cd accumulation is essential for
human health and improving food security. The objective of this study was to evaluate the
morphological responses of in vitro grown plants of potato in the presence of Cd and define a
procedure for assessing Cd sensitivity of different clones.

The study was carried out at the Tissue Culture Laboratory of the Plant Breeding and
Propagation Center (MPVP), Department of Plant Science of the Federal University of Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brazil. Nodal segments of plants of potato clone SMJ461-1 were
examined after 25 days of in vitro cultivation, in the MS culture medium (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) with 50% of the salt concentration (*2MS), supplemented with 30 g L-1 of
sucrose, 0.1 g L-1 myo-inositol and 6 g L-1 of agar and pH of 5.5. Cadmium nitrate
[Cd(NO3)2.4H20] in stock solution was administered at concentrations of 0 (control), 20, 40,
60, 80, 90, 110, 120, 140, and 160 uM L™*. Approximately 10 mL of culture medium for each
treatment was added to the test tubes, sealed, and autoclaved for 20 min at 120 °C and 1 atm
pressure for sterilization. For micropropagation, a nodal segment (approximately 1.0 cm in
length) was placed in each test tube. The explants were cultivated for 28 days in a climatized
room at a temperature of 25 +1 °C with a photoperiod of 16 h and light intensity of 35 uM m
s1, obtained by cold fluorescent lamps. Survival, rooting, number and height of shoots, leaf and
root counts were evaluated at 7, 14, 21, and 28 days of cultivation. The experiment was a

completely randomized design, with five replicates of four plants. Data were subjected to
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variance analysis, and the significant F test of means was compared by polynomial regression
analysis at 5% probability of error using R Studio software.

The variance analysis did not show significant differences (p>0.5) for percentage of
survival and rooting and number of shoots for any evaluation (Table S1). Significant differences
(p<0.01) were found for shoot height, leaf and root counts in potato plants of clone SM1J461-1
subjected to varying Cd exposure for all time periods. Despite presenting significant differences
at seven days of cultivation, the variation coefficients observed at 14 days were similar to those
obtained at 21 and 28 days of cultivation, indicating adequate experimental precision for all
evaluated traits.

Cadmium concentration was inversely associated to shoot height, leaf and root counts
of plants at 7, 14, 21, and 28 days of cultivation (Figure 1). Growth reduction of plants was
observed from a certain concentration of Cd in the culture medium, depending upon each trait
and day of evaluation. Potato plants of SMI1J461-1 clone showed reductions in shoot height,
leaf and root counts in the presence of Cd at 14 days of cultivation, which were dependent on
the concentration of Cd in the culture medium. Thus, future studies evaluating the in vitro
sensitivity of potato plants to Cd should be carried out based on data from 14 days of in vitro
cultivation, mainly when the goal is to evaluate a high number of clones. Moreover, evaluating
at 14 days of cultivation is important, because it facilitates and accelerates the process of in
vitro identification of potato clones for Cd sensitivity.

Considering the variation coefficient and the advantages of evaluating the plants at 14
days of cultivation, we can define the Cd concentration in the culture medium based on the
maximum technical efficiency, which is the concentration that plants have already presented
some level of sensitivity (STORCK et al., 2000). For the clone SM1J461-1, leaf count was first
affected at 16.5 uM L1, shoot height at 29.5 uM L™, and root count at 74 uM L of Cd in the
culture medium at 14 days of cultivation, which concentration can be used for evaluating other
potato clones in the future.

A similar study in Jatropha curcas L. found that a 40 mg dm Cd concentration caused
a reduction in plant height, stem diameter, leaf count, and leaf area, which can collectively
restrict the photosynthesis rate (CHAVES et al., 2014). In addition, height reduction, chlorosis,
necrosis, and desiccation of leaves were identified as common symptoms of Cd exposure in
most plant species (HE et al., 2017). Cd affects the absorption of mineral nutrients and reduces
plant growth by inhibiting stomatal opening, photosynthesis, and carbohydrate metabolism
(NAZAR et al., 2012). Plants show varied responses to Cd exposure but results similar to the

present study were observed by Khan et al. (2020) in Brassica rapa ssp. Chinensis. They found
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that 50 pM L* Cd resulted in a reduction in shoot height and leaf count. In addition, Gongalves
et al. (2009) found that Cd exposure increased the number of adventitious roots in Asterix and
Macaca cultivars of potato, suggesting a defense mechanism of plants to combat the adverse
effects of this heavy metal. The negative effects of Cd on plant growth can be explained by
considering various cellular interactions, nutritional deficiency, and phytotoxicity
(GONCALVES et al., 2009). The mechanisms underlying Cd tolerance in plants are not yet
fully understood (TIRYAKIOGLU et al., 2006), but studies on certain species and cultivars
have indicated plant adaptation to its presence.

In this study, potato plants of the clone SMI1J461-1 showed that the morphological
effects depended on the evaluated trait and the Cd concentration in the culture medium. In
addition to revealing morphological effects of Cd exposure, the results suggest that Cd
concentrations of 45, 90, and 135 uM L should be used in future experiments to evaluate other
potato clones based on shoot height, leaf and root counts of plants at 14 of days in vitro
cultivation. The addition of 45 pM L of Cd to the culture medium reduced shoot height and
leaf count, while 90 uM L Cd reduced root count, and 135 uM L Cd drastically affected
plant growth (Figure 1) and showed chlorosis and necrosis at 14 days of in vitro cultivation.
Root darkening and thickening were observed at Cd concentrations over 90 uM L™ after 28
days of cultivation (data not shown). As we do not know the in vitro sensitivity to Cd exposure
of other potato clones, it is worse to include the concentration of 135 uM L, even resulting in
drastic morphological effects as observed for SMIJ461-1. Evaluation of other clones will
improve and expand our knowledge about potato plant behavior in terms of Cd absorption and
translocation and may suggest possible mechanisms of tolerance and/or accumulation sites in

response to Cd exposure.
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Figure 1 — Shoot height (cm), leaf and root counts of potato clone SM1J461-1 grown in vitro at

varying Cd concentrations for 7, 14, 21 and 28 days of cultivation.
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Table S1 — Summary of analysis of variance for percentage of survival and rooting, number and

height (cm) of shoots, leaf and root counts of potato plants of clone SMI1J461-1 cultivated in

vitro at different cadmium (Cd) concentrations at 7, 14, 21 and 28 days.

Survival (%) Rooting (%) Shoot number ~ Shoot height Leaf count Root count
SM Fc SM Fc SM Fc SM Fc SM Fc SM Fc
At 7 days of in vitro cultivation
[Cd] 0 o 124629 8,16™ 011 759" 0.81 11.39* 296  13.58* 3.25 5.44*
Average 100 86.33 0,88 0.76 0.91 2.29
CV (%) 0 14.32 13,81 34.97 51.12 33.8
At 14 days of in vitro cultivation
[Cd] 56.94 0.91™ 337.04 379 0.09 289 590 20.73* 6.95 17.22* 275 4.71*
Average 98.5 94.33 0.95 3.02 4.20 3.92
CV (%) 8.03 9.99 12.24 17.65 15.11 19.47
At 21 days of in vitro cultivation
[Cd] 1145  1.79™ 25558 288" 028 159 8.86  14.39* 6.17 12.56* 279 9.26*
Average 97.83 95,33 0.97 4.57 5.96 4.25
CV (%) 8.17 9.89 13.79 17.18 11.76 12.91
At 28 days of in vitro cultivation
[Cd] 265.95 3.47™ 255250 2.87* 0.02 1,10® 1044 13.19* 10.65 10.13* 438 9.79*
Average 95.82 95.32 0.96 571 7.32 4.69
CV (%) 9.13 9.90 15.68 15.56 14.00 14.25

SM = square mean, Fc = calculated F, and "™ = no significant and * = significant at a 0.001 level

of error probability.
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RESPOSTA MORFOFISIOLOGICA IN VITRO DE PLANTAS DE BATATA AO
CADMIO
IN VITRO MORPHO-PHYSIOLOGICAL RESPONSE OF POTATO PLANTS TO
CADMIUM

RESUMO

A batata é a terceira cultura de maior importancia na dieta humana. Com a definicdo de
metodologia para inferir sobre a sensibilidade in vitro de plantas de batata, este trabalho teve
como comparar as respostas morfofisioldgicas de plantas de clones de batata expostas a
concentragdes de Cd no meio de cultura. O experimento foi conduzido com plantas
micropropagadas dos clones SM1J461-1, SMINIA793101-3, SMINIA00017-6, SMIG227-7, e
das cultivares Vivaldi e Asterix de batata. Com base em ensaios preliminares, foram estudadas
as concentracdes de Cd de 0, 45, 90 e 135 uM adicionadas ao meio de cultura. Foram avaliadas
a altura da parte aérea e o numero de folhas e raizes aos 14 dias de cultivo, e a atividade da
enzima catalase, o comprimento médio, a area superficial, o didmetro, o volume e a massa
fresca e seca das raizes aos 28 dias de cultivo. A adicdo de Cd ao meio de cultura afetou todos
o0s caracteres avaliados nas plantas de batata. Asterix, Vivaldi, SM1G227-7 e SMINIA00017-6
apresentaram alteragdes significativas na atividade da enzima catalase, sendo que Asterix
apresentou um aumento de, aproximadamente, duas vezes na sua atividade. O aumento de
atividade da enzima catalase pode ser um dos efeitos adversos que o metal ocasiona nas plantas
de batata. A adicdo de Cd ao meio de cultura afeta positiva e negativamente o crescimento e
desenvolvimento in vitro das plantas de batata, cujos efeitos variam com a sua concentragéo e
0s clones avaliados.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., micropropagacao, metal pesado, crescimento.

ABSTRACT

Potato is the third most important crop int the human diet. With the definition of a methodology
to infer about the in vitro sensitivity of potato plants, this study aimed to compare the
morphophysiological responses of potato plants exposed to Cd concentrations in the culture
medium. The experiment was carried out with micropropagated plants of the clones SM1J461-
1, SMINIA793101-3, SMINIA00017-6, SMIG 227-7, and the cultivars ‘Vivaldi’ and ‘Asterix’
of potato. Based on preliminary tests, the evaluation was carried out with the Cd concentrations
of 0, 45, 90, and 135 uM added to the culture medium. The shoot height and number of leaves
and roots were evaluated at 14 days, and the catalase enzyme activity, average length, surface
area, diameter, volume, and fresh and dry mass of roots were evaluated at 28 days of cultivation.
The Cd addition to the culture medium affected all potato plants and the traits evaluated.
‘Asterix’, ‘Vivaldi’, SMIG227-7, and SMINIA00017-6 showed significant changes in the
catalase enzyme activity, being ‘Asterix” with an increase of approximately two times. The
increased activity of the catalase enzyme may be one of the adverse effects that the metal causes
in potato plants. indicate the ability to detoxify reactive oxygen species and minimize its
negative effects on the plants. The addition of Cd to the culture medium positively and
negatively affects the in vitro growth and development of potato plants, whose effects vary with
its concentration and the clones evaluated.

Keywords: Solanum tuberosum L., micropropagation, heavy metal, growth.
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INTRODUCAO

Os metais pesados podem estar presentes nos solos ou serem incorporados através das
atividades antropogénicas, de onde sdo absorvidos pelas plantas e podem causar distdrbios
metabdlicos, afetar o rendimento e a qualidade e, até mesmo, ocasionar a morte. A absor¢do
desses elementos pelas plantas depende de fatores, como os teores de argila e matéria organica
do solo, o pH, a espécie vegetal e 0 estadio de desenvolvimento da planta (KHAN et al., 2017a).
Dentre os metais pesados encontrados no solo, o cadmio (Cd) é considerado um oligoelemento
n&o essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (KHAN et al., 2017D).

A presenca de Cd em solos agricolas pode ser natural ou proveniente da aplicacdo
repetitiva de fertilizantes fosfatados, que contém na composicédo o sulfeto de Cd (ZHANG;
REYNOLDS, 2019). Uma vez presente no solo, o elemento chega até as plantas e,
consequentemente, € inserido na dieta humana por meio de alimentos contaminados, cuja
presenca, mesmo que em baixas concentracdes, é altamente cancerigena (KHAN et al., 2017b),
além de ocasionar insuficiéncia renal, disturbios ésseos e neurologicos (ZHANG;
REYNOLDS, 2019).

Apo6s a entrada do Cd na planta, este é acumulado e leva a diversas alteragdes
fisioldgicas, bioquimicas e estruturais, afetando a absor¢do de nutrientes minerais, ocasionando
a inibicdo da abertura estomatica, interagindo com o balanco hidrico da planta (NAZAR et al.,
2012), bem como pode atuar inibindo e/ou estimulando a atividade de diversas enzimas
antioxidantes (TOPPIl; GABBRIELLI, 1999). Além disso, o acimulo de Cd pode estimular a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), causando estresse oxidativo nas plantas (RUI
et al., 2016). E devido ao estresse oxidativo, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
e protecdo antioxidante, dentre os quais a enzima catalase, cuja funcéo é degradar uma ERO
chamada peroxido de hidrogénio (H202), que é gerada apés a dismutacdo do anion superoxido
(O2.7), reduzindo o estresse oxidativo da planta (RUI et al., 2016).

A batata (Solanum tuberosum L.) é a cultura alimentar de maior importancia para a
humanidade, apds o arroz e trigo, de acordo com o Centro Internacional da Batata (CIP, 2020).
Estima-se que a batata possa ser responsavel por mais de 50% do total de intoxica¢des por Cd
em humanos (KATANA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Isso justifica a realizacdo de estudos
visando minimizar a contaminacgéo dos tubérculos, mitigando a ingestéo de Cd e de seus efeitos
negativos, pois esta potencialmente relacionado ao risco de cancer, danos renais e até fraturas
osseas (YE et al., 2020). Sabe-se que para batata existem grandes diferencas entre as cultivares

quanto ao nivel de Cd em tubérculos, sendo este um método préatico de triagem para a selecédo
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de cultivares que proporcionem baixo acimulo de Cd em tubérculos. Logo, a estratégia segura
e ambientalmente adequada é a utilizacdo de cultivares que apresentem baixo ou nenhum
acumulo de Cd nos tubérculos, ja que existe variabilidade genética para essa caracteristica (YE
et al., 2020).

A cultura de tecidos (cultivo in vitro) é uma técnica com aplica¢des importantes na
agricultura, cujo principio baseia-se na utilizacdo de fragmentos de tecido vivo, 0s quais Sao
isolados de um organismo vegetal e sdo denominados explantes. Tais explantes s&o
desinfestados e cultivados por periodos definidos conforme a espécie e atividade desenvolvida
(TORRES et al., 2001). Assim, o cultivo in vitro é uma ferramenta importante para o
desenvolvimento bem como para o0 aprimoramento na cultura da batata, pois permite a selecédo
de clones com menor demanda por espaco fisico, aléem da obtencéo de respostas quanto as
condigdes impostas ao cultivo da cultura de forma mais rapida.

Considerando a grande importancia da batata para a alimentagdo humana, aliada a
preocupacdo crescente com um consumo seguro de tubérculos produzidos em solos
contaminados com Cd e a definicdo de metodologia para inferir sobre a sua sensibilidade in
vitro, o objetivo deste trabalho foi comparar as respostas morfofisioldgicas de plantas de clones

de batata expostas a concentragdes de Cd no meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Nucleo de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de
Plantas (MPVP) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Foram utilizados segmentos
nodais de plantas micropropagadas dos clones SM1J461-1, SMINIA793101-3, SMINIA00017-
6, SMIG227-7 e das cultivares Vivaldi e Asterix de batata. Para simplificar a redacdo, Vivaldi
e Asterix serdo também referidas como clones.

Os segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), com 50% da concentracio de sais (¥2aMS), suplementado com 30 g L™ de
sacarose, 0,1 g L™ mio inositol e 6 g L™ de &gar, com pH aferido em 5,7. As concentragdes de
Cd utilizadas, foram 0, 45, 90 e 135 uM de Cd, definidas em testes preliminares (CADORE et
al., 2021, no prelo). O tratamento controle, refere-se ao meio de cultura %2MS e, para as demais
concentragdes, adicionou-se 45, 90 e 135 uM de solugdo estoque a base de nitrato de Cd
[Cd(NO3)2.4H20], cuja concentracao inicial era de 10 mM. Aproximadamente, 10 mL de meio
de cultura de cada tratamento foi vertido nos tubos de ensaio (180 x 20 mm), os quais foram

devidamente vedados e autoclavados por 20 minutos, a 120 °C e presséo de 1 atm, para assepsia.



38

Para a micropropagacao, cada tubo recebeu um segmento nodal de, aproximadamente, 1,0 cm
de comprimento extraidos de plantas cultivadas in vitro por 25 dias. Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento, a temperatura de 25+1 °C, com fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 35 umol m2s, obtida por lampadas fluorescentes frias. O experimento
foi conduzido em um fatorial 6x4 (clones x concentragdes de Cd) no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cdes de quatro plantas.

Foram avaliadas a altura da parte aérea (cm) e o numero de folhas e raizes aos 14 dias
de cultivo, conforme testes preliminares (CADORE et al., 2021, no prelo). Também foram
determinados o comprimento médio (cm), o didmetro (cm) e o volume (cm?) das raizes aos 28
dias de cultivo. Além disso, a area superficial radicular também foi determinada (dados néo
apresentados). Para isso, as raizes foram digitalizadas, com auxilio de um scanner Epson
Perfection V800 Photo/V850 Pro, sendo as imagens analisadas pelo software WhinRhizo Pro
2014 (Régent Instr. Inc.). A massa fresca (g) foi determinada por ocasido da coleta das raizes
e, a massa seca (g) apos a secagem em estufa de circulagcdo forcada de ar a 60 °C até peso
constante (dados ndo apresentados).

A atividade da enzima catalase foi avaliada de acordo com o método proposto por Aebi
(1984). Para isso, as folhas frescas foram separadas do caule, sendo imediatamente pesadas e
transferidas para tubo de homogeneizacdo. Foi entdo adicionada a proporcdo 1/10 (peso da
amostra/volume de solucéo) de solucéo para homogeneizacéo do tecido vegetal (tampéo fosfato
de potassio 100 mmol L pH 7,5), por 1 minuto e apds a amostra foi centrifugada por 15
minutos a 2000 rpm. Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante foi adicionada a uma cubeta de
quartzo, acrescentando-se 2000 uL de solucéo de peroxido de hidrogénio (H202) tamponada
(tampéo fosfato de potassio 100 mmol L pH 7,0 + H202 75 mmol LY). A atividade da enzima
antioxidante catalase foi determinada através do desaparecimento de H2O>, pela diminuicdo da
absorbancia a 240 nm da mistura, sendo a atividade expressa como A E min™? mg™ MF (AEBI,
1984).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, desde que atendidas as
pressuposicOes de normalidade dos residuos e homogeneidade das mesmas, e quando o teste F
era significativo (p<0,05) as médias de clones foram comparadas pelo teste de Scott-Knott e de
concentracdes de Cd por regressdo polinomial, a 5% de probabilidade de erro, com auxilio do
software R Studio. As regressdes ajustadas foram utilizadas para estimar os intervalos de
confianca, a um nivel de 95%, dos valores das concentrag¢fes de cadmio (0, 45, 90 e 135 uM

de Cd). Foi utilizada a fungdo “predict” do pacote “stats” do programa R 4.1.1.
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RESULTADOS

O aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura afetou de maneira adversa a altura
de parte aérea e o0 nimero de folhas e raizes das plantas de batata cultivadas in vitro (Figura 1).
Os efeitos negativos da adicdo de Cd ao meio de cultura variaram com a concentragéo e com o
clone avaliado. O aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura reduziu de forma linear
a altura da parte aérea dos clones Asterix, SMI1J461-1 e SMINIA793101-3. Ja a adicéo de 45
UM de Cd ao meio de cultura promoveu um aumento da altura da parte aérea das plantas de
Vivaldi e SMIG227-7, seguido de uma reducdo de 20 e 40%, respectivamente, na maior
concentracédo de Cd (135 uM) em relacéo ao tratamento controle (Figura 1A). Os intervalos de
confianca das equacOes de regressao ajustadas mostraram que os clones Asterix e SMI1G227-7,
Vivaldi e SM1J461-1 apresentaram resposta similar em altura da parte aérea para a concentragdo
de 135 pM de Cd (Tabela 1). As diferentes concentragdes de Cd no meio de cultura ndo
afetaram a altura da parte aérea do clone SMINIA00017-6.

O aumento da concentracao de Cd no meio de cultura afetou de forma adversa o nUmero
de folhas de todos os clones avaliados, porém nédo afetou de forma negativa o nimero de raizes
dos clones Vivaldi e SMINIA00017-6 (Figura 1). A adigéo de 45 uM de Cd ao meio de cultura
promoveu um aumento do numero de folhas do clone SMI1G227-7 (Figura 1B) e do nimero de
raizes dos clones SM1J461-1 e SMI1G227-7 (Figura 1C). Por meio dos valores observados nos
intervalos de confianca das equacdes de regressdo ajustadas, infere-se que os clones SM1J461-
1, SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6 apresentaram valores analogos evidenciando que estes
clones podem ter comportamento semelhante quanto ao nimero de folhas na concentracéo de
45 uM de Cd (Tabela 1). Na concentracdo de 90 uM de Cd, os clones SMINIA793101-3 e
SMINIA00017-6 apresentaram similaridade, enquanto, na maior concentracao de Cd (135 puM)
apenas os clones Vivaldi e SMINIA00017-6 apresentaram semelhanca quanto ao numero de
folhas (Tabela 1). Ainda na Tabela 1 € possivel verificar que o intervalo de confianca para o
numero de raizes demonstrou que os clones Vivaldi e SMINIA00017-6 ndo foram afetados
pelas concentragdes de Cd. Para as demais concentraces de Cd, observou-se variagdo com
relacdo ao intervalo de confianga das equacdes de regressdo ajustadas. Contudo, os clones
Asterix e SMIJ461-1 na concentracdo de 135 puM de Cd apresentaram comportamento
semelhante para o nimero de raizes (Tabela 1).
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Figura 1 — Altura da parte aérea (A), numero de folhas (B) e raizes (C) de plantas de seis clones

de batata cultivadas in vitro por 14 dias em diferentes concentrac0es de Cd. Santa Maria, RS,

2021.
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Tabela 1. Valores do intervalo de confianca dos modelos de regressdo ajustados para as
concentragdes 0, 45, 90e 135 UM de Cd para altura de parte aérea e nimero de folhas e raizes

de plantas de batata cultivadas in vitro por 14 dias. Santa Maria, RS, 2021.

Tratamentos 0 pM 45 uM 90 uM 135 uM
Altura de parte aérea (cm)
Asterix 2,00 2,43 1,61-1,89 1,15-1,43 0,61-1,05
Vivaldi 2,59 — 3,65 3,09 -3,90 2,83 3,64 1,80 -2,87
SMIJ461-1 3,59-4,13 3,03-3,38 2,37 2,72 1,62 -2,16
SMIG227-7 1,42 - 2,48 2,33-3,13 2,05-2,85 0,56 —1,61
SMINIA793101-3 4,14 - 5,02 3,38 -3,95 2,46 — 3,03 1,39 -2,27
SMINIAQ00017-6 NA* NA NA NA
Numero de folhas
Asterix 2,68 — 3,56 2,28 —2,85 1,72 - 2,29 1,01-1,89
Vivaldi 4,40 - 5,42 4,04 -4,70 3,50 -4,16 2,78 - 3,80
SM1J461-1 5,01-5,94 4,85 5,46 4,52 -5,13 4,04 — 4,97
SMIG227-7 1,67 - 3,59 2,63-4,10 2,53 - 3,99 1,36 - 3,28
SMINIA793101-3 5,10 - 6,25 4,57 -5,32 3,84 - 4,60 2,92 — 4,06
SMINIAQ00017-6 4,21 -5,35 4,42 -5,30 3,90 4,78 2,65 3,79
NuUmero de raizes

Asterix 4,93 -7,08 5,15-6,78 4,12 -5,75 1,85 4,00
Vivaldi NA NA NA NA

SM1J461-1 2,46 — 4,34 4,03 -5,46 3,76 —5,18 1,65-3,53
SMIG227-7 2,15-4,49 2,63 4,15 2,70 — 4,22 2,36 —4,70
SMINIA793101-3 8,10 — 9,95 6,90 - 8,11 5,38 — 6,59 3,55-5,39
SMINIA00017-6 NA NA NA NA

*NA: Tratamentos com regressao néo significativa.

O aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura afetou de forma diferente o
comprimento e o diametro radicular das plantas dos diferentes clones de batata cultivadas in
vitro por 28 dias (Figura 2). Na maior concentracdo de Cd (135 uM) os clones SMIG227-7,
SMINIA793101-3 e Asterix apresentaram reducdes de 78, 75 e 64% no comprimento médio
das raizes (Figura 2A) quando comparadas ao tratamento controle.

O aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura reduziu de forma significativa o
didmetro radicular dos clones SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6 na ordem de 34 e 41%,
respectivamente, na maior concentracdo de Cd (135 pM) (Figura 2B). Contudo, para 0os demais
clones estudados, ndo houve diferenca estatistica significativa para no didmetro radicular.

O volume radicular também expressou reducgdes conforme o aumento da concentragdo
de Cd no meio de cultivo (Figura 2C). Assim, os clones Asterix, SM1G227-7 e SMINIA00017-
6 apresentaram reduces de 46, 47 e 46%, respectivamente, na concentracao de 135 uM de Cd,
em comparacao ao tratamento controle. Os demais clones ndo apresentaram diferenca estatistica

significativa na maior concentragdo de Cd. Um aumento no volume radicular foi observado na
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concentragédo de 45 uM de Cd, para os clones Vivaldi, SM1G227-7 e SMINIA00017-6, quando
comparados ao tratamento controle.

O aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura promoveu um incremento da
atividade da enzima antioxidante catalase no clone Asterix, quando comparado com os demais
clones avaliados (Figura 2D). Este aumento da atividade da enzima catalase foi demonstrado a
partir da concentracdo de 45 uM de Cd. Contudo, o maior aumento na atividade da enzima foi
observado nas concentractes de 90 uM e 135 uM de Cd para Asterix. Da mesma forma, foi
mensurado aumento da atividade da enzima catalase para os clones Vivaldi e SMIG227-7,
porém menores do que os verificados em Asterix. Além disso, os clones SMIJ461-1 e
SMINIA00017-6 apresentaram reducdo da atividade da enzima catalase conforme o aumento
da concentracao de Cd, a partir da concentracao de 45 uM de Cd, em comparacéo ao tratamento

controle (Figura 2D).
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Figura 2 — Comprimento médio (A), diametro médio (B), volume médio de raizes (C) e
atividade da enzima catalase (D) de plantas de seis clones de batata cultivadas in vitro por 28

dias em diferentes concentracdes de Cd. Santa Maria, RS, 2021.

A Tabela 2 mostra os valores do intervalo de confianca das equacfes de regressao
ajustadas para os caracteres comprimento médio, didmetro médio e volume médio das raizes,
além da atividade da enzima catalase dos seis clones de batata estudados. Logo, é possivel
observar que ao comparar 0s intervalos de confianca dos clones Vivaldi e SMINIA00017-6,
SMIG227-7 e SMINIA793101-3, os pares mencionados, apresentaram comportamento
semelhante conforme o aumento da concentracdo de Cd no meio de cultivo. Sendo que, nas
concentracdes de 90 puM e 135 uM de Cd os clones SMIG227-7 e SMINIA793101-3
apresentaram comportamento similar, enquanto, o clone SMIJ461-1 demonstrou ndo ser
afetado pelas concentragfes de Cd no meio de cultivo (Tabela 2).

Para o diametro médio de raizes apenas os clones SMINIA793101-3 e SMINIA00017-
6 apresentaram comportamento similar, conforme o aumento da concentragéo de Cd no meio
de cultivo (Tabela 2). Os demais clones, ndo diferiram estatisticamente, evidenciando um
possivel comportamento inerte a presenca de Cd no meio de cultivo. Observa-se que para o
volume radicular, os clones SMI1G227-7, SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6 apresentaram
similaridade na concentragdo de 90 uM de Cd no meio de cultivo (Tabela 2). Contudo, na maior
concentracdo de Cd (135 pM) os clones Asterix e SMIG227-7, SMINIA793101-3 e
SMINIA00017-6, foram similares quando se observa seus respectivos intervalos de confianca.
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Além disso, os clones Vivaldi e SM1J461-1 podem n&o ter sido afetados pelo aumento da
concentracdo de Cd no meio de cultivo.

O intervalo de confianca das equacdes de regressdo ajustadas da atividade da enzima

catalase infere diferenca no comportamento dos clones de acordo com a concentracao de Cd
(Tabela 2). Logo, os clones SMI1J461-1 e SMINIA793101-3 ndo foram afetados pelo aumento
da concentracdo de Cd. Contudo, os efeitos da concentracdo de 45 uM de Cd foram similares
para os clones SMIG227-7 e SMINIA00017-6, e na concentracdo de 90 uM de Cd, todos 0s
clones apresentaram diferencas quanto a atividade da enzima catalase. Além disso, na maior
concentracdo de Cd no meio de cultivo (135 uM), apenas os clones Vivaldi e SMINIA00017-
6 apresentaram comportamento similar.
Tabela 2. Valores do intervalo de confianca dos modelos de regressao ajustados para as
concentracgdes 0, 45, 90e 135 uM de Cd para comprimento médio, didmetro médio, volume de
raizes e atividade da enzima catalase de plantas de batata cultivadas in vitro por 28 dias. Santa
Maria, RS, 2021.

Tratamentos 0 pM 45 uM 90 uM 135 uM
Comprimento médio de raizes (cm)
Asterix 101,08 — 121,72 80,17 — 93,68 55,69 — 69,20 27,65 — 48,29
Vivaldi 108,65 — 140,11 93,68 — 114,28 73,29 — 93,89 47,46 — 78,92
SM1J461-1 NA* NA NA NA
SMIG227-7 139,98 — 186,73 105,31 - 135,91 62,56 — 93,16 11,74 — 58,49
SMINIA793101-3 149,67 — 187,51 112,25 - 137,02 68,30 — 93,07 17,82 — 55,65
SMINIA00017-6 108,60 — 151,27 87,55 115,48 59,12 - 87,05 23,33 - 65,99
Diametro médio de raiz (cm)
Asterix NA NA NA NA
Vivaldi NA NA NA NA
SM1J461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 NA NA NA NA
SMINIA793101-3 0,24 -0,33 0,22-0,28 0,18 - 0,24 0,13-0,22
SMINIA00017-6 0,31-0,46 0,29 -0,39 0,24 -0,34 0,16 - 0,32
Volume de raizes (cm3)
Asterix 0,20-0,28 0,23-0,29 0,19-0,25 0,09-0,17
Vivaldi NA* NA NA NA
SM1J461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 0,23-0,38 0,31-0,43 0,26 - 0,38 0,08 -0,23
SMINIA793101-3 0,32-0,42 0,29 -0,35 0,24-0,30 0,17 -0,26
SMINIA00017-6 0,19-0,32 0,21-0,30 0,21-0,30 0,19-0,32
Atividade da Enzima Catalase (A E min** mg* MF)

Asterix -0,32 - 0,46 0,61-1,13 1,41-1,92 2,07 -2,86
Vivaldi 0,34-0,40 0,41-0,45 0,48 - 0,52 0,53-0,59
SM1J461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 0,22 -0,28 0,35-0,40 0,38-0,43 0,30-0,36
SMINIA793101-3 NA NA NA NA
SMINIA00017-6 0,75-0,93 0,30 -0,44 0,23-0,38 0,54-0,73
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*NA: Tratamentos com regressao néo significativa.

A éarea superficial radicular dos clones SMI1G227-7 e SMINIA793101-3 apresentaram
reducao de 66 e 62%, respectivamente, na concentracdo de 135 uM de Cd, quando comparado
ao tratamento controle. Entretanto, o clone SMI1J461-1 ndo apresentou diferenca estatistica
significativa para area superficial radicular (Figura Suplementar 1). Além disso, com relacéo a
area superficial radicular, os clones Vivaldi e SMINIA793101-3, SMIG227-7 e SMINIA00017-
6, apresentaram desempenho semelhante de acordo com o intervalo de confianca das regressoes
ajustadas, enquanto, o clone SMIJ461-1 ndo diferiu estatisticamente dos demais na
concentracdo de 90 uM de Cd (Tabela Suplementar 1). E, na maior concentracdo de Cd (135
UM de Cd) apenas os clones SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6 demonstraram tendéncia
semelhante.

Os efeitos adversos do aumento da concentracdo de Cd no meio de cultivo também
foram observados em alguns clones para a massa fresca e seca de raizes (Figura Suplementar
1), aos 28 dias de cultivo. Observou-se gue na concentracdo de 45 UM de Cd, com excecao do
clone SMINIA793101-3, houve incremento na massa fresca de raizes para os demais clones,
quando comparados ao tratamento controle. J& na maior concentragdo de Cd (135 pM) infere-
se que ocorreram reducdes de 54, 33 e 51% na massa fresca das raizes dos clones Asterix,
SMIG227-7 e SMINIA793101-3, respectivamente, em contrapartida ao observado no
tratamento controle. Nesta condi¢éo, as perdas mensuradas para massa seca de raizes chegaram
a 50%, 25%, 50% e 40% nos clones Asterix, Vivaldi, SMIG227-7 e SMINIA793101-3,
respectivamente. Os coeficientes de determinacdo desses clones, mantiveram-se, em grande
maioria, acima de 90%, ratificando o efeito negativo ocasionado a massa seca de raizes pela
exposicdo a concentracdo de 135 uM de Cd. De acordo com o intervalo de confianca das
regressdes ajustadas, o volume radicular dos clones SMIG227-7, SMINIA793101-3 e
SMINIAO00017-6 apresentaram comportamento semelhante na concentracdo de 90 uM de Cd
no meio de cultivo (Tabela Suplementar 1). Contudo, na maior concentra¢do de Cd (135 uM)
0s clones Asterix e SMIG227-7, SMINIA793101-3 e SMINIAO0017-6, apresentaram
comportamento semelhante quando se observam seus respectivos intervalos de confianca. Além
disso, os clones Vivaldi e SMI1J461-1 nédo diferiram estatisticamente dos demais conforme o
aumento da concentracdo de Cd no meio de cultivo.

Ainda é possivel inferir que para massa fresca de raizes, os clones Asterix e
SMINIA00017-6, SMIG227-7 e SMINIA793101-3, apresentaram comportamento semelhante
na concentracao de 90 uM de Cd no meio de cultivo. Enquanto na concentracao de 135 uM de
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Cd, apenas os clones SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6 apresentaram similaridade, de
acordo com o intervalo de confianca das regressdes ajustadas (Tabela Suplementar 1). A massa
seca de raizes do clone SM1J461-1 ndo foi afetada pelo aumento da concentracdo de Cd no
meio de cultivo e, os demais clones, apresentaram comportamento similar independente da

concentracdo de Cd estudada.

DISCUSSAO

A absorcdo de Cd afeta o crescimento e desenvolvimento das plantas, pois interfere na
entrada e saida de alguns elementos nas células guarda, como potassio (K*) e célcio (Ca*), além
do &cido abscisico, afetando assim todo o processo de abertura e fechamento estomatico
(TOPPI; GABBRIELLI, 1999). Neste estudo, a adi¢cdo de Cd ao meio de cultura afetou a altura
de parte aérea, 0 numero de folhas e raizes, bem como o comprimento médio, o didmetro e o
volume radicular, e a atividade da enzima catalase das plantas de batata cultivadas in vitro.
Esses efeitos variaram com o clone e também com as concentracdes de Cd no meio de cultura.
A adicdo de Cd ao meio de cultura afetou de forma negativa todos os caracteres avaliados na
Asterix, com excecdo do didmetro médio das raizes que néo foi afetado e da atividade da enzima
catalase, cuja atividade aumentou expressivamente conforme o aumento da concentracéo de Cd
(Figuras 1 e 2) com intervalo de confianca superior aos demais clones em todas as
concentracdes de Cd (Tabela 2). A altura da parte aérea e 0 numero de raizes do clone
SMINIA00017-6 nao foram afetados pela adicdo de Cd (Figura 1), porém foram afetados o
comprimento, didmetro e volume de raizes (Figura 2).

Por outro lado, para os caracteres relacionados ao desenvolvimento das raizes, o clone
SMIJ461-1 ndo apresentou diferenca significativa conforme o aumento da concentracéo de Cd
no meio de cultivo. Logo, é possivel evidenciar a sensibilidade de alguns clones a presenca do
metal no meio de cultivo. O comprimento médio das raizes dos clones SMIG227-7 e
SMINIA793101-3 apresentaram intervalos de confianga superiores aos demais. Enquanto 0s
clones Asterix, Vivaldi, SMI1J461-1 e SMIG227-7 ndo foram afetados pela presenca de Cd no
meio de cultivo (Tabela 2). Corroborando com os resultados apresentados, na literatura séo
relatadas reducdes na altura de parte aérea de diversas espécies, como em cultivares de arroz
(Oryza sativa), pinhdo-manso (Jatropha curcas), trigo (Triticum aestivum) e Crotalaria juncea,

as quais foram expostas a concentraces de Cd variadas, chegando a até 2000 uM de Cd
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(PEREIRA et al., 2002; CHAVES; SOUZA, 2014; GUILHERME et al., 2015; ZHANG et al.,
2018).

A reducao no numero de folhas ocasionada pela exposic¢ao ao Cd também foi verificada
em duas cultivares de batata por Gongalves et al. (2009a). Em Typha domingensis foram
estudadas trés concentragoes de Cd (0, 10 e 50 uM) em solugéo nutritiva, ndo sendo observada
diferenca entre o tratamento com Cd e o tratamento controle, quanto ao nimero e comprimento
das folhas (OLIVEIRA et al., 2018). Em Canna orchioides foi observada reducdo no
crescimento, clorose e enrolamento das folhas, além da diminuigdo do numero de folhas verdes
das plantas, sintomas ocasionados pela exposicéo a concentracdes de 100 e 200 mg.kg™ de Cd
(ZHANG et al., 2021). Devido a toxicidade do Cd e ao estresse ocasionado na planta, sintomas
como clorose, nanismo e necrose sdo observados nas folhas. Desse modo, 0 crescimento
atrofiado das plantas indica que a presenca de Cd afeta os sistemas vitais da planta, ocasionando
reducdo da absor¢do de nutrientes e agua, respiracdo, fotossintese, assimilacao de nitrogénio e
carbono (HAIDER et al., 2021) e o funcionamento dos estdbmatos (TOPPI; GABBRIELLI,
1999).

O Cd é absorvido atraves da membrana plasmatica das células da raiz, sendo regulado
pela diferenca de potencial eletroquimico entre a atividade do Cd no citosol e no apoplasto da
raiz. Assim, o Cd pode ser absorvido pelas raizes na forma de complexos inorganicos, ou seja,
Cd?*SQ4, CdACI* e CdCly, ou ainda em formas organicas (HAIDER et al., 2021). Além disso, 0
processo de absorcdo de Cd do solo pelas plantas € intensificado em sitios que apresentam
niveis de pH baixos (GONCALVES et al., 2012). Assim, quanto maior a acidez do solo, mais
elevada seré a quantidade absorvida pelas plantas, o que, consequentemente, resulta no aumento
da exposi¢do humana ao metal pesado pela ingestdo de alimentos contaminados.

Outro efeito toxico do Cd €é na divisdo mitética das células meristematicas, o que afeta
0 comprimento e a biomassa das raizes. Logo, diminuicdes no comprimento da raiz e area
superficial das raizes das plantas podem indicar redugdo no potencial de armazenamento de
nutrientes e 4gua na planta, quando em estresse extremo pela presenca de Cd (HAIDER et al.,
2021). Nesse sentido, menor nimero de raizes de batata também foram relatadas por Gongalves
et al. (2009a), os quais observaram maior reducdo na maior concentra¢do de Cd (500 pM).
Corroborando com os resultados obtidos neste estudo, cujas redugdes no nimero de raizes
foram dependentes da concentragao de Cd no meio de cultivo, sendo mais expressivas em 90 e
135 uM de Cd. Sabe-se que a toxidez por Cd acarreta diversos sintomas nas raizes que variam
entre as espécies vegetais, dentre os quais podemos citar o escurecimento das mesmas, a

inibicdo do crescimento e a diminui¢do da massa seca de raizes (HE et al., 2017). Esses efeitos
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foram verificados nas plantas de batata, porém os clones avaliados diferiram quanto a resposta
as diferentes concentracgdes de Cd (Figuras 1 e 2), como o clone SMI1J461-1 que ndo apresentou
nenhum efeito negativo em termos de comprimento médio, diametro e volume radicular, além
da area superficial e da massa fresca e seca de raizes (dados ndo apresentados), conforme o
aumento da concentracdo de Cd no meio de cultura.

Os efeitos do Cd com relagdo a atividade da enzima catalase ja foram estudados por
diversos pesquisadores em distintas espécies, mostrando que as respostas dependem da
concentracdo estudada e até da cultivar. Neste trabalho, plantas de seis clones de batata
apresentaram diferentes respostas ao aumento da concentragéo de Cd ao meio de cultura para
todos os caracteres avaliados (Figuras 1 e 2). Essas diferencas podem ser explicadas pelo fato
de que plantas sob estresse utilizam alguns mecanismos para desintoxicar as espécies reativas
do oxigénio (ERO). No caso do Cd, ainda € necessario compreender se o efeito é prejudicial ou
de estimulo as enzimas que estdo envolvidas no processo de desintoxicacdo (PEREIRA et al.,
2002). A catalase é uma importante enzima antioxidante, encontrada no peroxissomo, cuja
funcdo é eliminar o perdxido de hidrogénio (H202), catalisando uma reagéo de dismutagdo, que
gera H20 e Og, a partir do H20. (SU et al., 2018). Devido a atuagdo do Cd sobre a enzima, 0
aumento da atividade da catalase quando as plantas sdo expostas ao metal pesado, sugere que
existe a formacéo de perdxido, que é metabolizado pela catalase (PEREIRA et al., 2002). Logo,
a diminuigdo da atividade da enzima catalase esta relacionada ao seu potencial como inibidor
enzimatico, o que favorece o aumento de H202 nos tecidos, promovendo a ocorréncia de uma
explosdo oxidativa (MOHAMED et al., 2012). Dentre os clones avaliados, Asterix apresentou
um aumento na atividade da enzima catalase muito maior que os demais clones estudados,
conforme o aumento da concentragdo de Cd no meio de cultivo. Enquanto os clones SM1J461-
1 e SMINIA793101-3 ndo apresentaram diferenca significativa conforme o aumento da
concentracdo de Cd no meio de cultivo. O intervalo de confianca das regressdes ajustadas
evidencia variagdo no comportamento entre os seis clones de batata nas concentragdes de 90 e
135 uM de Cd. Logo, apenas o clone Asterix apresentou intervalo de confianca superior aos
demais em todas as concentragdes de Cd, sobretudo na concentragdo de 135 uM, cujo aumento
foi expressivamente maior (Tabela 2). Quando as plantas estdo em situagdo de estresse, como
por exemplo devido a presenca de metais pesados, 0 aumento na atividade da enzima catalase
propicia condi¢des para que a planta possa suportar o estresse (PIACENTINI et al., 2020).

Resultados similares foram relatados em batata, sendo observado em Asterix um
aumento da atividade da enzima catalase nas concentragdes de 50, 100 e 150 uM de Cd e em

Macaca uma inibig&o dessa enzima em todas as concentragdes estudadas (GONCALVES et al.,
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2009b). Na Lactuca sativa também foi verificado um aumento da atividade da enzima catalase
com o0 aumento da concentracdo até 9000 uM de Cd (KOLAHI et al., 2020). Ja em Arabidopsis
thaliana a atividade da enzima catalase foi inibida na concentracdo de 60 uM de Cd. Além
disso, o Cd afetou o metabolismo dos peroxissomos, modificando a atividade das enzimas
catalase, hidroxipiruvato redutase e glicolato oxidase, que sdo responsaveis por manter a
homeostase celular redox e no metabolismo das ERO (PIACENTINI et al., 2020).

A adicdo de Cd ao meio de cultura afeta o crescimento morfolégico em altura de parte
aérea e o numero de folhas e raizes das plantas de batata, além do comprimento médio, didmetro
e volume radicular, e da area superficial, massa fresca e seca de raizes (dados ndo apresentados)
dos seis clones de batata cultivados in vitro. Da mesma forma, a atividade da enzima catalase
demonstrou ser um caractere importante para determinar os efeitos do Cd dentre os clones de
batata cultivados in vitro. Em relacdo aos clones estudados, ressalta-se o Asterix, o qual
apresenta um aumento de aproximadamente duas vezes a atividade da enzima catalase,

indicando uma possivel capacidade de detoxificar as espécies reativas de oxigénio.

CONCLUSAO

A maior concentracdo de Cd (135 uM) afetou de forma negativa a altura de parte aérea
de ‘Asterix’, SM1J461-1 e SMINIA793101-3. Enquanto as maiores redu¢ées no comprimento,
diametro e volume superficial das raizes foram observadas nos clones SMIG227-7,
SMINIA793101-3 e SMINIA00017-6, também na concentracdo de 135 uM de Cd.

A atividade da enzima catalase variou de acordo com os clones estudados. ‘Asterix’,
‘Vivaldi’ e SMIG227-7 apresentaram um aumento, enquanto SM1J461-1 e SMINIA00017-6
apresentaram uma reducdo da atividade da enzima catalase conforme o aumento da
concentracdo de Cd no meio de cultura.

Tendo em vista que °‘Asterix’, SMIJ461-1, SMIG227-7, SMINIA793101-3 e
SMINIAO0017-6 apresentaram efeitos adversos com o aumento da concentragdo de Cd no meio
de cultura, recomenda-se que mais estudos sejam realizados visando aprofundar o
conhecimento sobre os efeitos do Cd no crescimento e desenvolvimento das plantas dos

referidos clones de batata.
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Figura suplementar 1 — Area superficial (A), massa fresca (B) e massa seca (C) de raizes de

plantas de seis clones de batata cultivadas in vitro por 28 dias em diferentes concentracoes de

Cd. Santa Maria, RS, 2021.
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Tabela Suplementar 1. Valores do intervalo de confianga dos modelos de regressao ajustados

para as concentracdes 0, 45, 90 e 135 uM de Cd, para area superficial, massa fresca e massa

seca de raizes de plantas de batata cultivadas in vitro por 28 dias. Santa Maria, RS, 2021.

Tratamentos 0uM 45 uM 90 pM 135 uM
Area Superficial de Raiz (mm?)
Asterix 17,07 — 21,27 14,35 -17,10 10,92 — 13,67 6,75 - 10,95
Vivaldi 16,24 — 21,61 15,59 - 19,11 14,02 - 17,53 11,51 - 16,88
SMI1J461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 22,67 — 31,52 18,59 — 24,38 12,98 — 18,77 5,84 — 14,68
SMINIA793101-3 24,96 — 30,71 20,23 — 23,99 14,50 — 18,27 7,79-13,54
SMINIA00017-6 16,48 — 24,33 15,20 - 20,33 12,56 — 17,70 8,56 — 16,41
Massa Fresca de Raiz (g)
Asterix 0,41-0,56 0,48 - 0,60 0,39-0,51 0,14 -0,29
Vivaldi 0,27-0,41 0,43 -0,57 0,26 — 0,40 0,26 — 0,40
SMIJ461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 0,31-0,60 0,52-0,74 0,47 -0,69 0,16 — 0,45
SMINIA793101-3 0,69 - 0,87 0,60-0,72 0,49 - 0,60 0,34 -0,51
SMINIAQ00017-6 0,44 - 0,65 0,43 -0,57 0,39-0,52 0,31-0,51
Massa Seca de Raiz (g)

Asterix 0,04 -0,04 0,04 - 0,04 0,03-0,04 0,02 -0,03
Vivaldi 0,03-0,04 0,03-0,04 0,03-0,03 0,02 -0,03
SMI1J461-1 NA NA NA NA
SMIG227-7 0,03 -0,05 0,04 - 0,06 0,03-0,05 0,01-0,03
SMINIA793101-3 0,05-0,06 0,04 - 0,05 0,04 - 0,05 0,03-0,04
SMINIA00017-6 0,03-0,04 0,04 - 0,05 0,02-0,04 0,02-0,04

*NA: Tratamentos com regressao néo significativa.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ensaios foram conduzidos com o intuito de determinar os efeitos do Cd em clones de
batata in vitro. No primeiro estudo, foi possivel determinar de forma mais especifica quais
concentragcdes de Cd que afetam significativamente o clone de batata SMI1J461-1 e, assim,
foram estabelecidas as concentragdes de 0, 45, 90 e 135 uM de Cd, as quais foram utilizadas
em ensaios futuros. Além disso, também foi possivel determinar que a avaliacéo aos 14 dias de
cultivo j& infere resultados consistentes sobre os efeitos da exposicdo ao metal em clones de
batata. Por conseguinte, os caracteres morfoldgicos altura de parte aérea e nimero de folhas séo
consistentes para determinar a sensibilidade das plantas de batata ao Cd, nas condicdes deste
estudo.

O segundo estudo permitiu observar o comportamento de clones de batata expostos as
concentragdes de 0, 45, 90 e 135 uM de Cd no meio de cultura. Com isso, é possivel inferir que
a altura de parte aérea e o numero de folhas e raizes aos 14 dias de cultivo, ja proporcionaram
resultados consistentes para todos os clones de batata estudados. Corroborando os resultados
obtidos no primeiro estudo. Aos 28 dias de cultivo, devido a disponibilidade de material vegetal,
analisou-se a atividade da enzima catalase, cujas respostas obtidas foram fundamentais para
selecionar os clones quanto a sensibilidade a exposicdo ao Cd. Logo, observou-se que ‘Asterix’,
‘Vivaldi’ e SMIG227-7 apresentaram aumento da atividade da enzima catalase, enquanto os
clones SM1J461-1 e SMINIA00017-6 apresentaram reducdo da atividade da enzima catalase.
Assim, ficou estabelecido que houve diferente resposta entre os clones estudados quanto ao
sistema de defesa antioxidante das plantas, ou seja, tais efeitos podem sugerir certa
adaptabilidade a presenca do Cd. Portanto, essas respostas devem ser melhor analisadas em
ensaios futuros visando estudar a absor¢éo e translocagdo em sistema de cultivo sem solo.

Os resultados obtidos neste trabalho foram consistentes e servirdo de modelo para
avaliacdo de ensaios futuros. Logo, estas informagdes séo relevantes visando diminuir o tempo
de espera para obter as respostas morfofisioldgicas dos clones de batata in vitro, quanto a
exposicdo ao Cd ja na inoculagdo dos explantes. Contudo, faz-se necessario estudos mais
aprofundados acerca da absor¢éo e translocacdo do Cd na planta, bem como do acimulo do

metal nos tubérculos de batata de clones previamente selecionados neste trabalho.
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