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RESUMO

O desenvolvimento de novas tecnologias, para exploragdo do meio ambiente, esta
intimamente relacionado ao aumento da poluicdo ambiental, principalmente por metais
pesados (MPs). O mais preocupante ¢ quando a contamina¢do por MPs ocorre em solos
agriculturdveis e leva, conseqlientemente, a contaminagdo de animais e seres humanos. O Pb ¢
um MP que ¢ cumulativo nos organismos vivos € ndo possui nenhuma fungao fisioldgica vital
conhecida até o momento. Esse elemento estd presente em baixas concentragdes quando o solo
ndo sofreu influéncia humana. Existe uma grande preocupagdo em recuperar areas
contaminadas com MPs, mas diversas técnicas empregadas sdo muito laboriosas e caras. Uma
alternativa seria a utilizagdo da técnica de fitorremediag¢do, na qual se utiliza plantas com
capacidade de absorver e acumular grandes quantidades do contaminante em seus tecidos para,
posteriormente, coletd-las e estoca-las em locais seguros. De uma maneira geral a associagao
de plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) altera a fisiologia da planta e dessa
maneira o potencial fitorremediador pode ser acentuado. O objetivo desse trabalho foi
investigar como a associagdo com o0 FMA Glomus etunicatum pode influenciar o crescimento
e o potencial fitorremediador de Canavalia gladiata, Stizolobium aterrimum e Calopogonium
mucunoides em solo contaminado com chumbo. Esse experimento foi conduzido utilizando-se
as 3 espécies de leguminosas herbaceas citadas acima, inoculadas ou ndo com FMA,
crescendo em diferentes concentragdes de Pb (0, 250, 500 ¢ 1000 mg kg™') adicionado sob a
forma de acetato de chumbo. Observou-se que a germinag¢do das sementes de nenhuma das
espécies estudadas foi afetada pelo Pb no solo. No entanto, o crescimento da parte aérea e das
raizes foi afetado diferentemente em cada uma dessas plantas, sendo C. mucunoides a que
sofreu mais com a presenga de Pb no solo. A micorrizagdo teve um papel importante na

tolerancia de C. mucunoides ao Pb, enquanto que nas demais espécies tal efeito ndo foi
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observado. A micorrizagdo favoreceu o acumulo de Pb em C. mucunoides ¢ em C. gladiata
mas niao em S. aterrimum. Todas as espécies estudadas apresentaram potencial
fitoestabilizador de Pb; C. mucunoides apresentou menor translocagao de Pb para a parte aérea
que C. gladiata e S. aterrimum. A micorrizacdo se mostrou fundamental apenas para o

desenvolvimento de C. mucunoides na presenga de Pb.



ABSTRACT

The development of new technologies, to the exploration of environment, is intimately
related with the increasing environmental pollution, mainly by heavy metals (HMs). This
scenario can become more serious when the contamination by HMs involves agricultural soils
and results in contamination of crops used in human consumption and it lead to the
contamination of animals and human beings. Pb is a HM that is accumulative in the living
organisms and it doesn't possess any vital physiological function known until the present. This
element is present in the soil in low concentrations when the soil hasn't suffered human
influences. There is a great concern in recovering polluted areas with HMs, but several
employed techniques are very laborious and expensive. An alternative would be the utilization
of the phytoremediation technique that involves the use of plants with capability to absorb and
accumulate great amounts of the pollutant in their tissues to, afterward collect and store them
in safe places. In a general maner the association of plants with arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) alters plant’s physiology and, thus the phytoremediation potential can be enhanced.
The objective of this work has been to investigate how the association with the AMF Glomus
etunicatum can influence the growth and the phytoremediation potential of Canavalia
gladiata, Stizolobium aterrimum and Calopogonium mucunoides in a soil contaminated with
lead. This experiment was carried out using the 3 species of herbaceous leguminous
mentioned above, inoculated or uninoculated with AMF, growing in different Pb
concentrations (0, 250, 500 ¢ 1000 mg kg') added as lead acetate. It was observed that the
seeds’ germination of all the studied species was not affected by Pb in the soil. However the
growth was affected differently in each one of the species where C. mucunoides was the one
that suffered more with Pb in the soil. The mycorrhization had an important role in the

tolerance of C. mucunoides to Pb while in the other species we haven't observed such effect.



The mycorrhization favored the accumulation of Pb in C. gladiata and in C. mucunoides but
not in S. aterrimum. All the studied plants presented phytostabilization; C. mucunoides
presented lower translocation of Pb to aerial parts than C. gladiata and S. aterrimum. The
mycorrhization demonstrated it self fundamental only to the development of C. mucunoides in

the presence of Pb.
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1- REVISAO DE LITERATURA

1.1 - METAIS PESADOS NO SOLO

O aumento da quantidade de industrias e a demanda humana por novas tecnologias tem
ocasionado o aumento da concentracdo de metais pesados (MPs) disponivéis nos solos ¢ em
corpos d’agua (Islam et al., 2008). Dessa maneira, os MPs constituem um grupo de
contaminantes importantes ¢ de muito interesse para as areas de estudo de preservagdo do
meio ambiente e saide humana. Chama-se de MP todo elemento metalico cuja densidade ¢
igual ou superior a 5 g cm™. Os MPs existem naturalmente no meio ambiente e sdo
potencialmente toxicos dependendo da concentragdo em que estdo presentes nos solos.

Os valores de referéncia para o Pb segundo o relatério da CETESB de 2005, é de 17
mg kg'. Entretanto, a concentragio de MPs vem aumentando devido as atividades
antropogénicas (Sharma e Dubey, 2005), tais como a mineragdo, a fundi¢do e refinaria
(Murakami e Ae, 2009).

Embora alguns MPs facam parte da lista de nutrientes minerais que sdo requeridos em
baixas concentragdes para o desenvolvimento pleno do vegetal, MPs tais como Cd, Pb e Hg
ndo estdo relacionados a nenhuma fungdo biologica conhecida (Guilherme e Marchi, 2005).
Como os organismos nao possuem nenhum mecanismo homeostatico para lidar com esses
contaminantes, podem se tornar perigosos ja que se acumulam e sdo transferidos via cadeia
alimentar (Hart et al., 2005). J& outros MPs como Cu, Zn, Ni, Mn, Mo e Fe, que geralmente
sdo co-fatores enzimaticos em reagdes de Oxido-reducdo, sdo essenciais, mas quando estdo
presentes em altas concentragdes podem exercer efeito toxico para os vegetais, bem como para

qualquer outro ser vivo.



Vérios MPs (Pb, Cd, Zn, Cu, Hg e Al) podem ser encontrados no solo em altas
concentragdes, mas sua biodisponibilidade depende de caracteristicas fisico-quimicas do solo
como pH, contetido de matéria organica, conteudo de argila, conteudo de 6xidos de Fe e
potencial redox (Ey) (Giller et al., 1998). Em plantas, os MPs que ndo sdo nutrientes também
sdo absorvidos pelas células por apresentarem semelhancas fisicas e quimicas com elementos
que sdo nutrientes. No caso de humanos, em que o Pb parece ser absorvido por transportadores
do tipo CDF (Cation Diffusion Facilitator), um dos transportadores de Ca®", e Evans et al.
(2003) sugerem que este transportador seja inibido pelo Pb por competicdo ou bloqueio do
canal de entrada dos cations.

O Pb é um elemento metalico que pertence ao grupo IVA (grupo do Carbono) da
tabela periddica, com densidade 11,34 g cm™, ndo ¢é necessario a vida das plantas ¢ de
nenhum outro organismo vivo, incluindo o homem (Piechalak et al., 2003). O Pb esta presente
no solo principalmente no estado de oxidagio Pb"* (Kabata-Pendias e Pendias, 2001) embora a
forma Pb™ também exista. E um dos maiores poluentes do solo que pode estar presente em
quantidades extremamente altas em solos proximos a rodovias de grandes cidades (Memon e
Schréder, 2009).

No estado de Sao Paulo, a CETESB elaborou um documento regulamentando medidas
para os valores das concentragdes de Pb em solos: valor de referéncia 17 mg kg'; valor de
prevengdo 72 mg kg'; valores de intervencio agricola 180 mg kg™, intervencdo residencial
300 mg kg e intervengdo industrial 900 mg kg™ (CETESB, 2005).

Aumentos significantes no contetdo de Pb em solos agriculturaveis tém sido
observados perto de areas industriais (Sharma e Dubey, 2005) o qual se acumula nas camadas
mais superficiais do solo e sua concentra¢do vai diminuindo de acordo com o aumento da

profundidade do solo.



Um dos principais efeitos da toxicidade dos MPs, inclusive do Pb, ¢ a reducdo do
crescimento radicular (Delhaize e Ryan, 1995; Guo et al., 2004; lannacone e Alvarifio, 2005).
Redugdes significativas foram observadas no comprimento das raizes de cebola (37%),
beterraba (75%), arroz (34%) e rabanete (38%) na concentragio de 200 mg L' de Pb
(Iannacone e Alvarifio, 2005). No entanto, varias outras conseqiiéncias negativas também
ocorrem devido a presenca de Pb, como por exemplo, deficiéncia e desbalancos nutricionais,
reducdo da capacidade fotossintética, déficit no status hidrico, reducdo do crescimento,
aumento da producao de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo (Singh et al., 2003;
Verma e Dubey, 2003; Sharma e Dubey, 2005; Andrade et al., 2008).

O Pb também pode prejudicar o desenvolvimento vegetal de uma maneira indireta,
pois afeta a maneira com que a microbiota do solo se desenvolve, levando a uma diminui¢ao
da biomassa microbiana e a desestruturacao das comunidades microbianas (Giller et al., 1998),
bem como a diminuigdo da biodiversidade (Chien et al., 2008). Desta maneira, 0s processos
ecolégicos governados pelos microrganismos, como a ciclagem de nutrientes e a
decomposicdo de matéria organica, sdo prejudicados como foi observado nos experimentos de
Gremion et al. (2004), nos quais a atividade microbiana em solos contaminados com Cd, Cu e
Zn foi reduzida. Andrade e Silveira (2004) observaram que o Pb afetou a biomassa e atividade
microbiana em um experimento com soja. Sendo assim, a fertilidade do solo pode ficar
seriamente comprometida e impedir o bom desenvolvimento dos vegetais (Oliveira e

Pampulha, 2006).

1.2 - MECANISMOS DE TOLERANCIA DA PLANTA A MPs
Na planta, os ions metalicos podem ser acumulados em raizes, caules, folhas, frutos e

sementes. Os MPs podem ser encontrados livres dentro das células, complexados a matriz



celuldsica externa ou acumulados em formas ndo toxicas dentro dos vactolos (Memon e
Schroder, 2009).

As plantas possuem diferentes mecanismos de tolerancia aos MPs os quais podem ser
divididos em dois grandes grupos: mecanismos de acimulo do elemento nos tecidos e os
mecanismos de exclusdo do elemento de dentro das células (Arrigada et al., 2005), sendo este

ultimo encontrado mais freqiientemente em raizes.

1.2.1 - IMOBILIZACAO NA PAREDE CELULAR

A parede celular, principalmente das células das raizes, ¢ a primeira barreira de
retengdo dos MPs, pois suas cargas negativas permitem a interagao eletrostatica com o MP.

A retencdo de Pb na parede celular de raizes foi demonstrada por (MacFarlane e
Burchett, 2000) em experimentos com Avicennia marina, uma planta de manguezal. Deng et
al. (2009) também demonstraram que MPs, como Pb, Zn e Fe, também ficaram retidos nas
paredes celulares das raizes de vérias plantas de pantano, evidenciando o papel importante
desta estrutura celular. Entretanto, em plantas de cebola submetidas a doses altas de Pb, este se
acumulou dentro das células sob forma complexada e insoluvel (Wierzbicka et al., 2007).
Logo, o local de acumulo do Pb depende muito da planta e seu habitat. Embora pareca
desejavel que a planta retenha o Pb em suas raizes, evitando assim que este alcance a parte
aérea e prejudique a fotossintese, a capacidade de exploracdo do solo pelas raizes pode ficar
comprometida, ja que a retengdo de Pb na parede celular pode levar a uma redugdo do
alongamento celular com a conseqiiente redu¢do do crescimento radicular (Delhaize e Ryan,
1995; Di Salvatore et al., 2008). Esse efeito sobre o crescimento radicular ¢ devido ao efeito

negativo do Pb sobre a organizagdo dos microtubulos durante a mitose (Samardakiewicz e



Wozny, 2005), prejudicando assim a divisdo celular (Kozhevnikova et al., 2009) e reduzindo
também a elasticidade das células das raizes na zona de alongamento.

Geralmente, esta redugdo do crescimento radicular vem acompanhada de
escurecimento, presenca de protuberancia acima do apice radicular e perda da dominancia
apical, pois podem aparecer varias raizes secundarias num mesmo eixo radicular (Kopittke et

al., 2007).

1.2.2 - EXUDACAO DE ACIDOS ORGANICOS

Os acidos citrico, oxalico, tartarico, malico, acético, succinico, fumarico e latico sdo
compostos organicos de baixa massa molecular, encontrados freqiientemente na rizosfera, que
sdo exsudados pelas raizes das plantas e microrganismos e/ou liberados durante a
decomposi¢cdo da matéria organica do solo (Schwab et al., 2008). Esses acidos organicos
atuam como quelantes naturais que favorecem a absor¢do e o armazenamento do elemento
complexado a ele.

Sdo poucos os trabalhos que apresentam a eficiéncia dos acidos organicos de baixa
massa molecular na complexa¢do de diversos MPs, sendo mais freqiiente o relato deste
mecanismo no sentido de evitar a toxicidade do Al** (Hall, 2002; Kochian et al., 2004).
Segundo Kochian et al. (2004), os 4cidos organicos sdo liberados em resposta ao Al'" e
formam complexos que, se forem absorvidos, fario com que o AI’* nio exerga seu efeito
toxico dentro das células por ficarem retidos dentro do vactiolo ou por serem simplesmente
excluidos de dentro das células por transportadores de complexos acido organico — Al.

Exudados das raizes de espécies de Thlaspi acumuladoras e ndo acumuladoras
apresentaram altos niveis de niquel complexado com citrato (Salt et al., 2000). Em relagdo ao

Pb, sdo poucos os estudos que demonstram que acidos organicos auxiliam na diminui¢do do



estresse; Freitas et al. (2009) observaram que o acido citrico estimula a absor¢do do Pb
complexado, embora o acido citrico tenha afetado o crescimento das plantas.
1.2.3 - FITOQUELATINAS

Fitoquelatinas (FQs) sdo peptideos de baixa massa molecular, ricos em cisteina, que
sdo capazes de se ligar a ions metalicos pelo grupo sulfidrila da cisteina (Grill et al., 1987). O
termo fitoquelatina ¢ uma composi¢do de fito, que significa planta, e quelatina, que faz
referéncia aos quelantes de metais (Inouhe, 2005). A estrutura geral de uma FQ ¢ (y-Glu-
Cys)n-Gly onde “n” pode variar de 2 a 11 repeticdes (Rauser, 1990; Leopold et al., 1999);
entretanto, numa mesma espécie podem haver FQs com diferentes “n”.

Embora as FQs sejam peptideos, estas moléculas ndo sdo sintetizadas via tradugdo de
RNAm nos ribossomos. Isso foi elucidado por Grill et al. (1987) que esses peptideos eram
sintetizados enzimaticamente a partir da glutationa (GSH), um antioxidante, pois observou-se
que inibidores da sintese de GSH levavam a diminuicdo da sintese de FQ e que enquanto a
sintese de FQ era induzida o contetido de GSH diminuia drasticamente. As FQs possuem uma
ligacdo entre a cadeia lateral do Glu e o grupo amino da Cys (ligacdo y-glutamil) e sua ligacao
com a Gly ¢ catalisada pela rea¢do da enzima sintetase da glutationa. A sintese de FQ se faz
pela enzima sintetase da fitoquelatina, que ¢ uma dipeptidil transpeptidase responsavel por
transferir uma unidade y-Glu-Cys de uma glutationa para outra e assim aumentar a cadeia
(Inouhe, 2005).

As FQs s@o muito conhecidas por amenizarem os efeitos nocivos dos metais pesados
sobre o metabolismo vegetal e, embora a enzima que as produzem seja expressa
constitutivamente, a atividade desta enzima ¢ estimulada pela presengca de MPs e

principalmente na presenca de Cd (Zenk, 1996; Hall, 2002; Memon e Schroder, 2009).



Tanto o MP, quanto a FQ ou o complexo MP-FQ sdo geralmente transportados para o
vacuolo (Salt e Rauser, 1995), onde sdo armazenados sem exercer seu efeito toxico. O
complexo MP-FQ e as FQs sdo transportados para dentro do vactolo por um transportador
tipo ABC dependente de Mg e ATP (Salt e Rauser, 1995) enquanto que o MP livre ¢
transportado por transporte ativo secundario H -ATPase antiporte.

O Pb ¢ o segundo MP com maior capacidade de induzir a sintese de FQs (Grill et al.,
1987), embora outros metais também possam induzir sua sintese. O fato do Pb ser um bom
indutor da sintese de FQs evidencia a importancia da sintese desses peptideos entre os

mecanismos de detoxificacdo do Pb (Sharma e Dubey, 2005).

1.2.4 - METALOTIONEINAS

Diferentemente das FQs que sdo sintetizadas enzimaticamente, as metalotioneinas
(MTs) sao sintetizadas por mecanismo de tradu¢do de RNAm nos ribossomos (Hamer, 1986;
Stillman, 1995; Hall, 2002). As MTs sao peptideos de baixa massa molecular, ricos em
cisteina e ligantes de metais dentro das células, foram descobertas hd mais de 40 anos como
proteinas ligantes de Cd em rins de cavalo (Cobbett e Goldsbrough, 2002). As MTs sdo
categorizadas em 3 grupos, as MTs I sdo caracteristicas de mamiferos e as demais MTs sdo
classificadas como MTs II e MTs III de acordo com o alinhamento com os residuos de cisteina
altamente conservados caracteristicos das MTs de mamiferos (Cobbett e Goldsbrough, 2002).
As MTs possuem a fung¢do de se ligarem a metais, principalmente ao Zn, ao Cu e ao Cd sendo
que esses metais tém papel na ativag@o da transcricdo das MTs (Briat e Lebrun, 1999).

Uma das fungdes atribuidas as MTs de plantas ¢ o controle da homeostase de metais

pesados essenciais dentro das células (Stillman, 1995; Hall, 2002; Lasat, 2002). No entanto,



outras fungdes sdo especuladas devido ao fato de existir mais de um tipo de MTs ¢ a
concentragdo destes subtipos variarem de acordo com o estresse envolvido (Stillman, 1995).
Plantas de tabaco transformadas com MT-2 humana apresentaram maior tolerancia ao
Cd (Misra e Gedamu, 1989). Plantas de Arabidopsis thaliana transformada com MT de ervilha
apresentaram maior tolerancia e acimulo de Cu (Evans et al., 1992). Embora seja confirmado
que as MTs se ligam a metais, ndo foi encontrado informagdes sobre o papel das MTs em

plantas submetidas a estresse por Pb.

1.3 - FITORREMEDIACAO

A fitorremediacdo ¢ uma técnica em que se utiliza o vegetal in sifu para
descontaminagdo de solos que estejam contaminados por MPs (Gratdao et al., 2005). A
fitorremediacdo ndo ¢ aplicada apenas a remediagdo de solos contaminados por MPs ou
contaminantes inorganicos, mas também para contaminantes organicos como os pesticidas,
freqlientemente utilizados na agricultura (Peuke e Rennenberg, 2005). Além disso, as plantas
podem exercer seu papel remediador quando os poluentes estdo presentes no solo, na agua ou
no ar (Salt et al., 1998). A fitorremediacdo ¢ atualmente dividida nos seguintes subtipos:
fitoextracdo, fitodegradacdo, rizofiltragdo, fitoestabilizacdo e a fitovolatilizagdo (Peuke e
Rennenberg, 2005).

A fitoextragdo ¢ a absor¢do e acumulo de contaminantes, geralmente metais ou
poluentes organicos, em partes da planta que podem ser coletadas, como folhas ou parte aérea.
A fitodegradacdo ¢ a degradacdo do contaminante pela planta, sendo que o contaminante ¢
geralmente um composto xenobiodtico. A rizofiltragdo ¢ a absor¢do e o armazenamento do
contaminante em 6rgdos que podem ser colhidos posteriormente s6 que, diferentemente da

fitoextracdo, o contaminante fica retido principalmente nas raizes, sendo utilizada em



ambientes aquaticos. A fitoestabilizagdo ¢ a imobilizacdo, redugdo da mobilidade e da
biodisponibilidade do contaminante pelas raizes e a microbiota associada a rizosfera; e, por
ultimo, a fitovolatilizagdo ¢ a volatilizacdo do contaminante pela planta, como no caso do
Selénio (Se), que algumas plantas sdo capazes de elimina-lo por meio da producdo de um
composto chamado dimetilselenideo que € volatil (Salt et al., 1998).

A vantagem mundialmente conhecida da utilizacdo da fitorremediacdo ao invés de
outras técnicas de remediagcdo de solos contaminados com MPs € o seu custo, que ¢ muito
mais baixo que o das demais técnicas. Os maiores custos na fitorremediagdo sdo com aragem e
preparacdo do solo, plantio das sementes, controles das ervas invasoras e pragas, colheita e
descarte da biomassa. Por outro lado, a desvantagem da fitorremediacao ¢ o longo periodo que
se leva para a descontaminagao da area contaminada, principalmente porque as plantas que siao
hiperacumuladoras naturalmente, geralmente, sdo de crescimento lento. A fitorremediagdo ¢
uma técnica relativamente barata para descontaminagdo do solo, pois, uma vez feita a
semeadura, deve-se apenas esperar para coletar as plantas ap6és um periodo determinado, ou
seja, os custos sdo relativamente baixos (Glass, 2000).

As plantas chamadas de hiperacumuladoras possuem a capacidade de estocar pelo
menos 100 mg kg de Cd; 1000 mg kg™ de Co, Cu, Cr, Ni, Zn ¢ Pb; e 10000 mg kg de Mn
em sua parte aérea (Reeves e Baker, 2000). Embora as plantas com capacidade de
hiperacumular metais sejam alvos para programas de fitorremedia¢do, normalmente ndo
possuem todas as caracteristicas desejaveis a aplicacdo de tal técnica como sistema radicular
denso e profundo, crescimento rapido e grande producao de biomassa. Por exemplo, a espécie
Brassica juncea consegue acumular apenas um ter¢o da concentracdo de Zn que Thlaspi
caerulescens consegue. No entanto, B. juncea ¢ muito mais eficiente na remog¢do deste

elemento do que 7. caerulescens, que ¢ uma hiperacumuladora de Zn, devido ao fato de



produzir dez vezes mais biomassa (Ebbs et al., 1997). Hiperacumuladoras tipicas chegam a
levar de 13 a 16 anos para despoluir uma area tipicamente contaminada (Salt et al., 1998).

Embora a familia Brassicaceae seja a mais conhecida por ter espécies
hiperacumuladoras (Salt et al., 1998), outras familias como Cariofilaceae, Ciperaceae,
Cunouniaceae, Fabaceae, Flacourtiaceae, Lamiaceae, Poaceae, Violoceae ¢ Euphorbiaceae
também possuem espécies com essa caracteristica (Gratdo et al., 2005).

Outro fator que modifica a capacidade de fitoextracao da planta é a biodisponibilidade
do contaminante, que ¢ variavel. Por exemplo, o Pb além de ser pouco soluvel ¢ muito imovel
no solo e sua taxa de extracdo ¢ limitada por sua solubilidade e difusdo até a superficie da raiz
(Lombi et al., 2001).

A remediacdo de solos altamente contaminados com Pb tem sido realizada com
técnicas de engenharia, envolvendo escavagdo e retirada do solo do local. Entretanto, ¢ um
processo caro e geralmente requer a restauragdo do local que teve o solo removido. Thlaspi
rotundifolium e Brassica juncea t€m sido reportadas por apresentarem alta tolerdncia e boa
capacidade de extrair Pb de solos contaminados (Sharma e Dubey, 2005). Lathyrus sativus,
uma leguminosa, demonstrou boa tolerancia ao Pb e, em solugdo nutritiva, quando submetida
a uma dose de 0,5 mmol L™ de Pb acumulou 153 mg g de massa de matéria seca de raizes
(Brunet et al., 2008).

Uma questdo importante a ser considerada na fitorremediacdo ¢ o que fazer com as
plantas coletadas, uma vez que o MP fica armazenado em seus tecidos. Uma opg¢do ¢ a queima
do material vegetal coletado para producao de energia e posterior reutilizacdo do MP por um
processo denominado fitomineragdo; no entanto, isto s6 ¢ possivel quando a planta ¢ uma
fitoextratora (Peuke e Rennenberg, 2005). Ja, para uma planta fitoestabilizadora a

consideracdo seria voltada mais para o lado ecoldgico, pois o contaminante teria sua
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biodisponibilidade reduzida, favorecendo o processo de recuperacio de ambientes
contaminados. Assim, a fitoestabilizagdo constitui uma alternativa para a recuperacao de areas

degradadas.

1.4 - LEGUMINOSAS E FITORREMEDIACAO

As leguminosas constituem um grupo de plantas de elevado potencial para utilizagdo
na fitorremediag¢ao porque sdo capazes de interferir no ciclo global do nitrogénio, devido a sua
interagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio do solo que possuem a capacidade de fixar
nitrogénio molecular (N;) formando amoénia e disponibilizando este composto ao vegetal. Esta
¢ uma pratica que reduz a utilizagdo de adubos nitrogenados nas culturas sem que a planta
tenha déficit no crescimento e desenvolvimento.

Um dos primeiros relatos de uma leguminosa capaz de hiperacumular MP foi reportado
por Duvigneaud (1959) que observou que plantas de Crotalaria cobalticola eram capazes de
acumular quantidades de cobalto até 530 pg g™ de massa seca. Wild (1970) também observou
concentragdes de Ni em espécies de Pearsonia metallifera variando entre 1000 e 10000 mg
kg

Plantas de Lupinus albus L. apresentam boa tolerancia ao Cd, crescendo em solugdo
nutritiva com doses de até 45pumol L™ de Cd (Zornoza et al., 2002).

Estudos recentes também demonstraram que plantas de Dorycnium pentaphyllum Scop.
podem ser consideradas promissoras para fitoestabilizacdo de solos contaminados com Zn e
Cd (Lefevre et al., 2009).

Plantas de feijdo de porco (Canavalia ensiformis) apresentaram boa tolerdncia e

capacidade em fitoextrair Cd em solugdo nutritiva (Rossi, 2007).
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No que se refere a exposi¢ao de leguminosas a concentragdes excessivas de Pb ainda
existe pouco estudo sobre a resposta dessas plantas a esse metal. Almeida et al. (2008)
relataram que plantas de feijio-de-porco toleraram concentragdes de até 1000 pmol L' de Pb
sem apresentarem sintomas de fitotoxicidade na parte aérea. Romeiro et al. (2007) também
demonstraram que feijdo-de-porco ¢ wuma espécie possivelmente utilizdvel para
fitorremediagio, uma vez que toleraram doses de até 400 pmol L™.

Plantas do género Canavalia sdo de especial interesse para a pratica de fitorremediagao
uma vez que possuem grande produgdo de biomassa, crescimento rapido, robustez e sistema
radicular profundo e denso. Considerando-se que a maioria das leguminosas forma nodulos
radiculares, ¢ importante saber como o estabelecimento dessa interagdo responde na presenca
de MPs.

Sabe-se que a nodulagdo ¢é reduzida em condi¢des onde existe grande contaminacao
por MP. Al-Garni (2006) demonstrou que a nodulacdo de caupi ndo ocorre quando ha uma
concentragdo de 1000 mg kg de Zn no solo. Geralmente esse efeito também ¢ esperado para
outros MPs, pois seu efeito toxico € exercido sobre as bactérias do solo (Wang et al., 2008).

Os MPs podem, por exemplo, reduzir a diversidade de espécies e limitar a reprodugdo
microbiana (Filali et al., 2000; Wei et al., 2009). Desta maneira, um solo que tenha altas
concentracdes de MPs pode limitar consideravelmente a producdo vegetal e por isso ¢
necessario o estudo de espécies de bactérias que sejam tdo tolerantes quanto as espécies de
leguminosas usadas para projetos de fitorremediacdo. Como a capacidade de uma planta ser
fitorremediadora ¢ também dependente do tipo de poluente presente no solo, ¢ importante que
varias espécies sejam testadas para que possam ser detectadas aquelas que possuem maior

tolerancia ao poluente (Coutinho e Barbosa, 2007).
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1.5 - MICORRIZAS ARBUSCULARES E METAIS PESADOS

A associacdo de fungos com as raizes das plantas forma um tipo de associagdo
mutualistica chamada micorriza. A maioria das raizes das plantas superiores forma micorrizas
com os fungos Zigomicetos da ordem Glomales (Harrier, 2001). Essa associagdo ocorre em
aproximadamente 80% das plantas vasculares terrestres, dentre elas varias espécies de
importancia agrondmica (Smith e Read, 1997) e foi decisivo para a colonizacdo do ambiente
terrestre pelos vegetais.

As micorrizas podem ser classificadas em dois grandes grupos: as ectomicorrizas € as
endomicorrizas. As ectomicorrizas sdo caracterizadas por formarem uma estrutura ao redor
das raizes que é chamada de manto que é constituido por um aglomerado de hifas. As hifas
penetram na regido cortical da raiz extracelularmente e formam uma estrutura chamada rede
de Hartig que ¢ onde ocorre a troca de nutrientes. As endomicorrizas sdo caracterizadas pela
capacidade de penetrarem nas células vegetais das raizes, sem romperem a membrana
plasmatica, e formarem estruturas de troca de nutrientes entre a planta e o fungo (arbusculos),
além de formar estruturas de armazenamento de substincias energéticas (vesiculas), como
lipideos.

A influéncia das micorrizas na nutricdo mineral de plantas ¢ mais importante para a
absor¢do de elementos de baixa difusdo no solo, como P, Zn, Cu ou Fe. Ja é muito bem
relatado o efeito da micorrizagdo no aumento da absor¢ao de fosforo (P) devido a maior
capacidade exploratoria do solo pelas hifas do fungo. Nao obstante, a eficiéncia da micorriza,
no que diz respeito a aquisi¢do de nutrientes, difere entre genotipos de FMA e entre as espécie
da planta hospedeira (Marschner, 1995).

A micorrizagdo aumenta a resisténcia da planta a estresses de tipo bidtico, como 0s

causados por agentes fitopatogénicos, e abidticos, como a seca, a salinidade e/ou o excesso de
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metais (Leyval et al., 2002). O efeito dos FMAs na absor¢do de metais pelas plantas ¢ um
pouco confuso. Dependendo da concentragdo de MP as micorrizas atuam de forma diferente
amentando ou restringindo a absor¢do do MP (Gohre e Paszkowski, 2006). Gildon e Tinker
(1983); Weissenhorn e Leyval (1995) observaram que plantas micorrizadas absorveram mais
MP, enquanto que Leyval et al. (1991) e Andrade et al. (2004) observaram menor absor¢ao de
MP pelas plantas micorrizadas. As hifas podem funcionar como uma protecao para a planta,
uma vez que a parede celular do fungo também pode funcionar como uma barreira de retencao
do contaminante (Galli et al., 1994). Isso foi demonstrado por (Joner e Leyval, 1997), que
indicaram que a transferéncia do metal a planta ¢ dificultada devido a imobilizagdo do metal
pela parede celular do fungo.

Plantas de Chrysanthemum moritolium e Miscanthus florodulus associadas a FMA em
solo contaminado com Pb, Zn, Cu, Cd ¢ As tém a absor¢do destes elementos reduzida, mas
sem afetar a transferéncia de outros nutrientes (Leung et al., 2007).

Plantas de milho colonizadas por diferentes isolados do FMA Glomus intraradices
apresentaram maior concentragdo de Pb que plantas ndo micorrizadas ou com grau de
micorrizacdo baixo (Sudova e Vosatka, 2007). Rashid et al. (2009) demonstraram que plantas
de Dichanthium annulatum e Desmostachya bipinnata apresentaram concentragdes de Cd
mais altas que o comum para esta espécie e atribuiram tal fato a micorrizacao.

A revegetacdo e descontaminagdo de locais contaminados com MPs pode ser facilitada
utilizando-se plantas associadas a FMAs. A capacidade da micorrizacdo em aumentar a
absor¢cdo de Pb foi demonstrada por Rabie (2005) que mostrou que em plantas de trigo
micorrizadas o transporte de Pb para a parte aérea ¢ muito maior que em plantas ndo
micorrizadas e em plantas ndo micorrizadas o acimulo se da nas raizes. Andrade et al. (2003)

também demonstraram que soja foi capaz de absorver e transportar quantidades altas de Pb
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para a parte aérea, quando associadas a FMA, em solos com niveis de saturacdo por base de
63%.

Como o excesso de MPs afeta todas as formas de vida presentes no solo, eles podem
reduzir a colonizacdo intrarradicular do FMA (Andrade et al., 2004; Citterio et al., 2005) e
também inibir processos como germinacdo de esporos e crescimento de hifas, retardando a
colonizacdo radicular. No entanto, existem casos em que concentragdes excessivas de MPs
ndo afetaram a colonizagdo radicular do FMA (Rivera-Becerril et al., 2002), sugerindo certa
tolerancia aos metais.

De uma maneira geral, as leguminosas sdo plantas bem micorrizaveis, sendo que a
associacdo com FMAs incrementa a eficiéncia de fixagdo de nitrogénio e a propria associagao
com bactérias fixadoras de nitrogénio estimula a micorrizagdo natural nas plantas (Barea e
Azcon-Aguilar, 1983).

Dessa maneira, ¢ importante levar em consideragdo a capacidade de tolerancia nao so
da planta, mas também dos microssimbiontes que realizam associa¢des simbidticas com as
plantas, a fim de obter uma combinagdo perfeita para o melhor crescimento, desenvolvimento

e potencial fitorremediador.
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OBJETIVOS

v’ Avaliar a tolerdncia de Canavalia gladiata, Stizolobium aterrimum ¢ Calopogonium
mucunoides ao MP chumbo.

v Avaliar o efeito do fungo micorrizico arbuscular Glomus etunicatum na tolerncia das
plantas ao chumbo.

v' Avaliar o potencial fitorremediador das 3 espécies de leguminosas em solo
contaminado por chumbo.

v Avaliar o efeito do chumbo no estabelecimento da associagio de bactérias fixadoras de

nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares com as leguminosas estudadas.
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CAPITULO 1
DESENVOLVIMENTO DE Canavalia gladiata SOB INFLUENCIA DE MICORRIZA

ARBUSCULAR EM SOLO CONTAMINADO COM CHUMBO

INTRODUCAO

Os metais pesados (MPs) existem naturalmente no solo sob a forma de minerais
especificos e sdo liberados para o meio ambiente por meio do intemperismo da rocha mae. A
concentragdo de MPs, em especial o chumbo (Pb), vem aumentando devido as atividades
antropicas (Sharma e Dubey, 2005) e dentre elas se destacam a mineragdo, a fundicdo ¢ a
refinaria (Murakami e Ae, 2009).

O Pb é um elemento quimico ndo necessario a vida das plantas e de nenhum outro
organismo vivo, incluindo o homem e por isso torna-se de grande importancia entender os
mecanismos pelos quais algumas plantas conseguem se desenvolver em ambientes
contaminados com esse metal (Piechalak et al., 2003). Um dos principais efeitos da
toxicidade dos MPs ¢ a reducdo do crescimento radicular (Delhaize e Ryan, 1995; Guo et al.,
2004; Tannacone e Alvarino, 2005), ja que a raiz ¢ a primeiro 6rgdo de contato do vegetal com
o contaminante. Outros efeitos como redugcdo da biomassa, da area foliar (Gopal e Rizvi,
2008) e da sintese de clorofilas (Bekiaroglou e Karataglis, 2002) também sdo observados
quando as plantas estdo submetidas a estresse por excesso de MPs.

Virias estratégias para a recuperacdo de solos contaminados com MPs sdo utilizadas
(Xia et al., 2009). Métodos quimicos, como o uso de quelantes, sdo utilizados para remediar o
solo contaminado, mas este ¢ um processo caro € o contaminante ainda permanece no solo.
Por isso, o desenvolvimento de uma tecnologia emergente, a fitorremedia¢do, que utiliza

plantas para imobilizar e/ou acumular o contaminante em seus tecidos (Gratdo et al., 2005)
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estd sendo estudada intensamente por se tratar de uma técnica que além de retirar o
contaminante do solo ¢ mais econdomica e menos agressiva ao meio ambiente.

Geralmente plantas com capacidade de hiperacumular MPs n3o possuem
caracteristicas favoraveis a fitorremediacdo, tais como crescimento rapido e grande producao
de biomassa. Por exemplo, no caso de Thlaspi caerulescens, hiperacumuladora de Zn, seriam
necessarios nove ciclos de culturas completas para reduzir a concentragdo de Zn do solo de
440 para 300 mg kg (McGrath et al., 1993). Uma alternativa seria o estudo da resposta de
plantas que tenham essas caracteristicas, quanto a tolerancia a MPs.

Algumas espécies de leguminosas sdo potencialmente uteis a fitorremediacdo, ja que
possuem crescimento rapido e grande producdo de biomassa. Além disso, muitas delas
formam associacdo simbiodtica com bactérias fixadoras de nitrogénio, o que pode também ser
considerada uma caracteristica vantajosa a planta, por melhorar a eficiéncia de uso do
nitrogénio do ambiente em solos contaminados, que muitas vezes apresentam também
deficiéncia em nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal.

Além da associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio, deve-se considerar a
associacdo da maioria das espécies vegetais com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs),
formando a simbiose conhecida como micorriza. Nesta associacdo os MPs podem ser
absorvidos pelas hifas e transferidos aos tecidos vegetais. Em alguns casos, as plantas
associadas a FMA podem aumentar a absorcdo de MPs e o seu transporte as raizes, caule ou
folhas enquanto que em outros casos a associagdo com o fungo pode contribuir para a
imobilizacdo do MP nas hifas extra-radiculares ou nas raizes. Assim, a contribui¢do da
micorriza para a fitorremediacdo de solos contaminados com MPs ¢ dependente da interagdo
planta-fungo-MPs e das condi¢des do solo (Gohre e Paszkowski, 2006). O efeito benéfico dos

fungos micorrizicos associados a plantas sob estresse por excesso de MPs ja foi relatado por
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diversos autores (Andrade et al., 2004; Al-Garni, 2006; Gohre e Paszkowski, 2006). Dentro
desse contexto, ¢ necessario mais informagdes sobre a interacao entre as raizes das plantas, os
simbiontes FMAs ¢ bactérias fixadoras de nitrogénio, pois ha poucos estudos sobre o uso de
leguminosas associadas aos rizobios e fungos micorrizicos na avaliagdo do potencial
fitorremediador em associagcdo com esses microrganismos (Khan et al., 2000).

O género Canavalia possui algumas espécies com boas caracteristicas morfologicas e
fisiologicas para a fitorremediacdo como demonstrado em Canavalia ensiformis para o Pb
(Romeiro et al., 2007) e para o Cd (Rossi, 2007). A espécie Canavalia gladiata ¢ uma
leguminosa tropical que possui grande producdo de biomassa, crescimento rapido, raizes
densas e profunda e por isso pode ser uma espécie com potencial fitorremediador.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial fitorremediador de plantas de
Canavalia gladiata, inoculadas ou ndo com FMA, bem como a resposta de alguns marcadores

bioquimicos em solo contaminado com Pb.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4.
Os tratamentos consistiram da inocula¢do ou ndo de FMA e da adi¢ao de quatro concentracdes

de Pb ao solo: 0, 250, 500 ¢ 1000 mg kg, com sete repeti¢des para cada tratamento.

Preparo do solo
O solo utilizado foi do tipo latossolo vermelho-amarelo de textura argilosa. Foi
realizada andlise fisico-quimica do solo utilizado no experimento, o qual apresentou pH

(CaCly) de 4,6; 25 g dm™ de matéria organica; 9 mg dm>dePe 2,7 € 29 mmol, dm de K,
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Mg e Ca, respectivamente. A amostra de solo foi esterilizada por autoclavagem, a 121°C por
1h, com o fim de eliminar os propagulos infectivos de FMAs, e posteriormente acondicionada
em vasos plasticos com dois litros de capacidade. O solo de cada vaso recebeu Pb, sob a forma
de solugdo aquosa de acetato de chumbo, nas concentragdes de Pb determinadas para cada
tratamento (0, 250, 500 ¢ 1000 mg kg™"). Os nutrientes P ¢ K, que apresentaram concentragdes
abaixo do adequado foram corrigidos, utilizando-se 10 mL de solucdo de fosfato de potassio
45 ¢ L' em um volume de 2 litros de solo, de acordo com o indicado pelo Boletim 100 (Raij
et al, 1996) para culturas anuais. Posteriormente, o solo foi deixado em repouso para
estabilizacdo por aproximadamente 15 dias e nova andlise de solo foi realizada apresentando-

se os resultados na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo ap6s a adi¢ao de Pb e corregdo da fertilidade.

Pb pH V. M.O. P K Ca Mg H+AI B Cu Fe Mn Zn Pb
(mg kg™ % gdm’ mg dm” mmolc dm mg dm”

0 5,8 65 15 25 30 30 5 20 0,16 34 7 11,9 09 0,61
250 5,8 60 16 21 29 26 5 22 0,18 3,8 9 6,7 0,6 126
500 5,8 63 15 21 29 26 5 20 0,17 36 8 6,0 0,7 268
1000 5,7 63 17 23 28 26 5 20 0,16 38 8 92 0,7 520

Material biol6gico

As sementes de Canavalia gladiata, obtidas na area experimental da casa de vegetagao
do Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da UNICAMP — Campinas, SP,
foram desinfetadas superficialmente com hipoclorito de s6dio a 25% por 10 minutos. Os
rizobios especificos para Canavalia ensiformis foram cedidos da cole¢ao do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC) e para a producdo do indculo foram transferidos para frascos
contendo meio liquido YMB (Yeast Manitol Broth) e esses mantidos no escuro, sob agitacao
constante, durante 6 dias em temperatura ambiente. As sementes foram imersas na suspensao

de rizdbios antes da semeadura durante 5 minutos. O inoculo de FMA foi colocado nas covas
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das sementes imediatamente antes da semeadura das mesmas. Foram utilizados 10 ml de
inéculo misto de FMA, contendo areia-solo, esporos, hifas e raizes colonizadas de Brachiaria
brizantha, que continha aproximadamente 2700 esporos de Glomus etunicatum. Foram
semeadas 4 sementes por vaso ¢ apos a emergéncia foi feito um desbaste deixando-se apenas

uma planta por vaso. A seguir, foi realizada uma re-inoculagao de suspensao de rizobio.

Germinacio

A germinacdo das sementes foi acompanhada durante nove dias e considerou-se a
emergéncia do hipocétilo como germinagdo. A partir dos dados obtidos, foi estimada a
porcentagem de germinacdo. Nesse parametro, nao foi considerado o tratamento que recebeu

inoculag¢do de FMA.

Coleta do material vegetal

Apo6s o periodo de crescimento de aproximadamente 90 dias, trés plantas de cada
tratamento foram coletadas, lavadas, subdividas em raizes e parte aérea e secas em estufa a
60°C até atingirem massa constante. As quatro plantas restantes de cada tratamento tiveram a
quarta folha trifoliolada completamente expandida coletada, armazenada em saquinhos de
papel aluminio e imediatamente congelada em nitrogénio liquido. Posteriormente essas folhas
foram armazenadas em freezer a -40°C, onde permaneceram até o momento das analises

bioquimicas.

Medidas de crescimento, nodulacio e coloniza¢ao micorrizica
Foram realizadas as seguintes medidas de crescimento: altura, nimero de folhas, massa

da matéria seca da parte aérea, massa da matéria seca de raizes e massa da matéria seca de
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nddulos. Foi contado o numero de nédulos para estimar a taxa de nodulagdao. O clareamento
das raizes foi realizado de acordo com o método proposto por Phillips e Hayman (1970) ¢ a
coloniza¢dao micorrizica foi baseada no método proposto por Giovanetti ¢ Mosse (1980) em
microscopio Optico com aumento de 400x, observando trés laminas por raiz, com 10

segmentos de raiz de um centimetro cada uma.

Determinacdes analiticas

Para a extragdo dos diferentes compostos, aproximadamente 10 mg de tecido foliar
liofilizado foi imerso em 3 mL de solu¢do de metanol:cloroférmio:dgua (MCW) de acordo
com Bieleski e Turner (1966) na propor¢do 12:5:3 (v/v/v), respectivamente. O material
permaneceu em geladeira a 4°C, por 4 dias. A esta solugdo foi acrescentada uma mistura de
cloroformio e dgua na proporgao de 1:1,5 (v/v); esta solucdo foi agitada e deixada em repouso
em geladeira por 24 horas e posteriormente foram coletados 3 mL da fragdo aquosa-
metanolica, que foi seca em concentrador a vacuo (SpeedVac) e ressuspendida em 0,5 mL de
agua mili-Q para andlises bioquimicas. O nitrato foi determinado de acordo com o método
descrito por Cataldo et al. (1975), utilizando-se KNOs para a curva padrdo; a amonia foi
determinada de acordo com o método descrito por McCullough (1967), utilizando-se
(NH4),SO4 para a curva padrao; a concentracdo de aminodacidos soluveis totais foi determinada
de acordo com o método proposto por Cocking e Yemm (1954), utilizando-se leucina para a
curva padrdo e a peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo das
substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) Calmak e Horst (1991). As
concentragdes de P, S, Fe, Zn e Pb em raizes e parte aérea foram determinadas apos digestao
nitrico-perclorica segundo Abreu et al. (2000) e analisados por ICP-OES (Inductively Coupled

Plasma — Optical Emission Spectroscopy).
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Analise dos dados
Os dados foram submetidos a analise de variancia, analise de regressdo ¢ teste de

Tukey para a comparagdo de médias utilizando-se o software SISVAR. Os dados em

12

porcentagem foram transformados em arco seno (x/100) ' e os referentes a contagens foram

transformados em log (x+1) antes da analise estatistica.

RESULTADOS
Germinacao

A adi¢do de doses crescentes de Pb ao solo nao influenciou significativamente a
germinagdo das sementes de C. gladiata, uma vez que em todas as doses de Pb utilizadas as

sementes culminaram em uma porcentagem final de germinag¢@o maior que 85% (Figural).
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Figura 1 — Porcentagem de germinacdo de sementes de Canavalia gladiata em diferentes
concentragdes de Pb no solo. Médias representativas para n=14. *: diferencga significativa entre
tratamentos com diferentes concentragdes de Pb pelo teste de Tukey a 5%.
Medidas de crescimento e nodulacio

Plantas nao colonizadas apresentaram uma redugdo significativa na altura com o

incremento das doses de Pb, enquanto que a altura das plantas colonizadas nao foi

influenciada pela adicdo do metal. A massa da matéria seca de parte aérea (MSPA), a massa
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da matéria seca das raizes (MSR) e o numero de folhas ndao foram influenciados
significativamente pelo aumento da concentragao de Pb no solo (Tabela 1).

A massa da matéria seca de nddulos (MSN) diminuiu linearmente com o aumento do
Pb no solo ¢ a inoculagdo do FMA nao influenciou esta variavel. Foram observadas reducdes
da MSN superiores a 73%, independentemente se colonizadas ou nao por FMA (Tabela 1).
Tabela 1 — Altura, nimero de folhas, massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz

(MSR) e dos nédulos (MSN) de plantas de Canavalia gladiata ndo micorrizadas (NM) e
micorrizadas (M) pelo FMA Glomus etunicatum.

i Altura (m) N° de folhas MSPA (g) MSR (g) MSN (g)
Pb(mgkg’) NM M NM M NM M NM M NM M
0 348a 328a 13a 12a 1506a 14,10a 1,36 a 1,23 a 04l a 0,48 a
250 337a 348a 13a 132 11,00a 1203a 1062 130a 049a  032b
500 323a 3,11a 12a 10a  1410a 11.56a 133a 1l16a 020a 018a
1000 3.05a 322a 104 Ma 1136a 1246a 1,06a 126a 0lla 0102
REg]'E‘SSﬁD X ns ns ns ns ns ns ns X X
Significincia x ns ns ns ns ns ns ns Axk AN

As letras representam a comparagdo das médias para cada medida entre os tratamentos NM e M, pelo teste de Tukey a 5%
com n=3. Analise de regressdo em NM e M para resposta as doses de Pb. x: regressdo linear; ns: regressdo nao significativa.
* P<0,05 e *** P<0,001.

O numero de nddulos foi afetado pelo aumento da concentragdo de Pb no solo,
seguindo um ajuste de regressdo de tipo quadratico e apresentando uma reducdo de mais de
90% da nodulagdo em plantas colonizadas e ndo colonizadas no tratamento com 1000 mg kg™

de Pb (Figura 2).
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Figura 2 — Numero de nodulos em raizes de plantas de Canavalia gladiata micorrizadas (M —
linha tracejada) e ndo-micorrizadas (NM — linha continua) em resposta ao incremento de Pb no
solo. Letras diferentes: diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% para comparagao das
médias dos tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R?: coeficiente de determinacio,
** P<0,01; *** P<0,001.
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Coloniza¢ao micorrizica
Houve uma redu¢ao de aproximadamente 25% na colonizagdo micorrizica nas plantas
cultivadas nos solos com adi¢do de Pb em relagdo aquelas no solo controle (Figura 3). A partir

da dose de 250 mg kg™ a resposta das demais concentra¢des de Pb permaneceu semelhante.
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Figura 3 — Porcentagem de colonizagdo micorrizica em raizes de plantas de Canavalia
gladiata em resposta ao incremento da concentragio de Pb no solo. R* coeficiente de
determinagao, * P<0,05.
Determinacoes bioquimicas

O teor de nitrato aumentou linearmente com o aumento da concentragao de Pb no solo
em plantas ndo colonizadas. Assim, no solo com adicio de 1000 mg kg de Pb as plantas
apresentaram uma concentracdo de nitrato 47% maior que as plantas no solo controle,

enquanto que em plantas colonizadas ndo houve variacao significativa no teor deste metabdlito

em resposta ao aumento do Pb no solo (Figura 4).
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Figura 4 — Concentragdo de nitrato em folhas de plantas de Canavalia gladiata micorrizadas
(M — linha tracejada) e ndao micorrizadas (NM — linha continua) em resposta ao incremento da
concentracdo de Pb no solo. Letras diferentes: diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5%
para comparagdo das médias dos tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. MS:
matéria seca, R%: coeficiente de determinagdo, * P<0,05 e ns: ndo significativo.

A concentragdo do ion amoénia nas folhas ndo variou em fun¢do do aumento da
concentracdo de Pb no solo, mas variou entre plantas micorrizadas ou nao (Figura 5), enquanto
que a concentracdo de aminoacidos soluveis totais nas folhas ndo foi influenciada

significativamente pelos dois fatores em estudo, inoculagdo de FMA e incremento de chumbo

no solo (Figura 6).
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Figura 5 — Concentragdo de amonia livre em folhas de plantas de Canavalia gladiata
micorrizadas (M — linha tracejada) e ndo micorrizadas (NM — linha continua) em resposta ao
incremento da concentragcdo de Pb no solo. Letras diferentes: diferenga significativa pelo teste
de Tukey a 5% para comparacdo das médias entre os tratamentos NM e M, dentro de cada
dose de Pb. MS: matéria seca. ns: ndo significativo.
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Figura 6 — Concentragdo total de aminoécidos soliveis livres em folhas de Canavalia
gladiata micorrizadas (M — linha tracejada) e ndo micorrizadas (NM — linha continua) em
resposta ao incremento da concentragdo de Pb no solo. Letras diferentes: diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% para comparagao das médias entre os tratamentos NM e
M, dentro de cada dose de Pb. MS: matéria seca. ns: ndo significativo.

Em plantas ndo micorrizadas a concentragdo de substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) nas folhas nao foi influenciada significativamente pelo aumento de Pb
no solo. Por outro lado, em plantas micorrizadas houve uma diminuicdo de TBARS em
resposta ao aumento da concentragdo de Pb. Plantas ndo micorrizadas crescendo nas doses de

250 ¢ 1000 mg kg de Pb apresentaram nas folhas, niveis maiores de TBARS do que plantas

micorrizadas (Figura 7).
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Figura 7 — Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em folhas
de plantas de Canavalia gladiata micorrizadas (M — linha tracejada) e ndo micorrizadas (M —
linha continua) pelo FMA G. etunicatum em resposta ao incremento da concentracao de Pb no
solo. Letras diferentes: diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% para comparagdo das
médias entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. MS: matéria seca, R%:
coeficiente de determinagdo, ** P<0,01 e ns: ndo significativo.
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Nutrientes e Pb

O teor de fosforo (P) na parte aérea e nas raizes foi maior em plantas associadas a
FMA . Na parte aérea de plantas ndo micorrizadas houve uma diminui¢do do teor de P em
funcdo do incremento de Pb no solo, o que ndo foi observado em plantas micorrizadas (Tabela
2). O teor de P nas raizes aumentou com o incremento do Pb no solo em plantas ndo
colonizadas e colonizadas por FMA (Tabela 3). Tanto na parte aérea como nas raizes houve
aumento da concentracdo de S e em alguns tratamentos a concentragdo de S foi maior em
plantas colonizadas (Tabelas 2 e 3). Em parte aérea de plantas ndo micorrizadas o teor de Fe
foi reduzido de acordo com o aumento da concentracdo de Pb no solo, enquanto que em
plantas micorrizadas houve aumento do teor de Fe até o tratamento de 500 mg kg e um
declinio na maior dose de Pb (Tabela 2). Em raizes de plantas ndo micorrizadas foram
observadas variagdes no teor de Fe em fungdo do aumento de Pb no solo seguindo um ajuste
de regressdo quadratico, enquanto que em raizes de plantas colonizadas ndo houve variagdes
significativas (Tabela 3). Em parte aérea de plantas ndo micorrizadas houve uma redugdo do
teor de Zn em fun¢do do aumento do Pb, enquanto que em plantas micorrizadas houve um
aumento de Zn com o aumento de Pb no solo, seguindo um ajuste quadratico (Tabela 2). Em
raizes houve aumento do teor de Zn em fun¢ao do aumento da concentragdo de Pb no solo,
independentemente da planta estar colonizada ou ndo por FMA (Tabela 3).
Tabela 2 — Concentracdo de P (g kg"), S (g kg™), Fe (mg kg™') e Zn (mg kg') em parte aérea

de plantas de Canavalia gladiata micorrizadas (M) e ndo micorrizadas (NM) em solos com
adi¢ao de Pb.

i P S Fe Zn
Bh-mpke NM M NM M NM M NM M
0 0.99 a 0,98 a 1,60 a 1.39a 319.33a 171,00b 14.09a 10,56 b
250 0,79 b 0,97 a 1.44 b 1,79 a 195,00 a 207.33a 10.76a 12,93 a
500 0,88 b 1,03 a 1,69b 2,04 a 181.66a 296.33a 11,27b 14,95 a
1000 0,89 b 1,06 a 2,26 a 1.95 b 165,00 a 128,66a 10,10a 12,14 a
Regressio X ns X X 4 x X X
Significincia * ns = s = ® b B

Médias representativas com n=3 e teste de Tukey a 5%. x: regressio linear, x*: regressio quadratica, ns: regressio nio
significativa. Nivel de significancia para regressdes: * P<0,05; ** P<0,01.
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Tabela 3 — Concentracdo de P (g kg™'), S (g kg™), Fe (mg kg™') e Zn (mg kg) em raizes de
plantas de C. gladiata ndo micorrizadas (NM) e micorrizadas (M) pelo FMA G. etunicatum.

1 P S Fe Zn
i NM M NM ™M NM M NM M
0 1,06 a 1,28 a 5,26 a 5.53a  4623.66a 490533a 17.72a 1823 a
250 0,93 b 1.33a 7.08 a 7.61a 4755.66a 5752.66a 1939a 26,78 a
500 1.07 b 1,54 a 638 b 823a 733333a 549933b 2732a 2952a
1000 1,46 a 1,55a 8.7 a 7.64a 519433 a 4818.66a 2947a 33.18a
Regressio X X X X X ns X X
Signiﬂcﬁncia ®RoR = R oR o oR WO ns woR =R

Médias representativas com n=3 e teste de Tukey a 5%. x: regressio linear, x*: regressio quadratica, ns: regressio nio
significativa. Nivel de significancia para regressdes: * P<0,05; ** P<0,01 ¢ ***P<0,001.

A concentragdo de Pb na parte aérea e nas raizes de C. galadiata aumentou linearmente
de acordo com o aumento de Pb no solo independente da inoculagdo com o FMA (Figuras 8 ¢
9). Em parte aérea e raizes de plantas micorrizadas a concentragdo de Pb, nas doses de 250 ¢
500 mg kg™, foi aproximadamente 30% maior que em plantas nio micorrizadas (Figuras 8 e
9). A distribui¢do de Pb nos tecidos vegetais foi predominantemente nas raizes, tanto de

plantas ndo micorrizadas como de micorrizadas (Figura 10).
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Figura 8 — Concentragdo de Pb em parte aérea (folhas e caules) de plantas de Canavalia
gladiata micorrizadas (M — linha tracejada) e nao micorrizadas (NM — linha continua) pelo
FMA G. etunicatum em resposta ao incremento da concentracdo de Pb no solo. Letras
diferentes: diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% para comparagao das médias entre
os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. MS — matéria seca, R*: coeficiente de
determinagao, *** P<(0,001.
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Figura 9 — Concentracdo de Pb em raizes de plantas de Canavalia gladiata micorrizadas (M —
linha tracejada) e ndo micorrizadas (NM — linha continua) pelo FMA G. efunicatum em
resposta ao incremento da concentracdo de Pb no solo. (Letras diferentes: diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% para comparagdo das médias entre os tratamentos NM e
M, dentro de cada dose de Pb. MS — matéria seca, R%: coeficiente de determinagao, * P<0,05;
**%p<0,001).
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Figura 10 — Distribuicio de Pb nas raizes e parte aérea de Canavalia gladiata nao
micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).

DISCUSSAO

A presenca de contaminantes no solo, tal como MP, pode reduzir a capacidade de
germinagdo de sementes devido ao efeito toxico dos mesmos. No presente trabalho, observou-
se que a germinagdo nao foi alterada com o aumento da concentracdo de Pb no solo. Esse
resultado estd de acordo com os encontrados por outros autores que observaram que altas
concentracdes de Pb, Cd, Ni e Cu nao inibiram a germinagdo das sementes de Arabidopsis,

alface, brocolis, tomate e rabanete (Li et al., 2005; Di Salvatore et al., 2008). Entretanto,
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concentracdes de Pb acima de 5 mmol.L™ inibiram moderadamente a germinagdo de sementes
de abobora (Munzuroglu e Geckil, 2002). Esses resultados controversos podem ser explicados
pela diferenga de permeabilidade do tegumento das sementes de espécies diferentes como
demonstrado por Wierzbicka e Obidzinska (1998), pois para que o contaminante afete a
germinagdo ele precisa entrar na semente e prejudicar o progresso do desenvolvimento do
embrido. Por exemplo, Li et al. (2005) observaram que concentragdes de Cu, Pb e Zn muito
inferiores as que ndo inibiram a germinagdo das sementes de Arabidopsis thaliana foram
suficientes para inibir severamente o desenvolvimento do embrido. No caso de C. gladiata fica
claro que o tegumento desempenhou um papel importante em conferir tolerdncia ao Pb nas
doses utilizadas nesse experimento ja que no final do acompanhamento da germinag¢do nao
houve diferenca entre os tratamentos.

Os MPs podem ser toxicos ao vegetal apds a germinacdo, visto que as células das
raizes passam a estar em contato com o contaminante presente no solo. O principal efeito
negativo sobre o crescimento ¢ a redu¢do do crescimento radicular (Delhaize e Ryan, 1995;
Guo et al., 2004; Iannacone e Alvarifio, 2005). Isso ¢ observado devido ao efeito negativo do
Pb sobre a organizagdo dos microtibulos (Samardakiewicz e Wozny, 2005) durante a mitose,
prejudicando assim a divisao celular (Kozhevnikova et al., 2009). Embora o Pb, de fato, tenha
efeito negativo sobre a divisdo celular, isso aparentemente nao ocorreu nesse experimento em
nenhum dos tratamentos, uma vez que a massa da matéria seca das raizes foi
aproximadamente igual em todos eles. Esses resultados indicam a relativa tolerdncia de C.
gladiata as altas concentragdes de Pb no solo. O Pb também afeta o desenvolvimento da parte
aérea, principalmente na fase de plantula (Singh et al., 2003). Gopal e Rizvi (2008)
observaram que o Pb retardou o crescimento de rabanate e reduziu a sua producdo de

biomassa em aproximadamente 50%, enquanto que Kopittke et al. (2007) observaram redugao
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de aproximadamente 10% do crescimento de caule em caupi na presenga de Pb. Entretanto,
geralmente o caule das plantas ¢ menos afetado pelo Pb, uma vez que este metal fica retido
preferencialmente nas raizes devido as cargas negativas da parede celular e a formagao de sais
insolaveis (Almeida et al., 2007). Resultados semelhantes foram encontrados neste estudo, no
qual o Pb ficou retido prioritariamente nas raizes, chegando a alcangar uma concentragao 10
vezes maior do que o observado na parte aérea, no tratamento com a maior dose de Pb
adicionada. A altura foi afetada em plantas ndo micorrizadas, corroborando os resultados de
outros autores (Singh et al., 2003; Kopittke et al., 2007; Gopal e Rizvi, 2008). Estas
caracteristicas apontam esta espécie como uma planta robusta com capacidade de se
desenvolver em solos contaminados com Pb.

Associagdes simbioticas também sdo relevantes, pois, quando a planta estd associada a
certos microorganismos do solo, ela pode ter sua nutrigdo mineral melhorada. No entanto,
altas concentracdes de Pb podem exercer efeito toxico em microorganismos do solo como
bactérias e fungos. Decréscimos na nodulac¢do e na colonizagdo micorrizica foram observados
em caupi na presenca de Zn e Cd (Al-Garni, 2006) e também em soja na presenca de Pb
(Andrade et al., 2004). Resultados semelhantes também foram encontrados neste estudo, no
qual houve uma reducdo de mais de 90% na nodulagdo e de aproximadamente 25% na
colonizacdo micorrizica. Esses descréscimos sdo devidos a toxicidade do Pb sobre os
microorganismos do solo onde a comunidade de rizébios pode ser reduzida, dificultando assim
a nodulacdo de possiveis plantas hospedeiras. No entanto, a colonizagdo micorrizica pode ter
sido prejudicada devido ao efeito deletério desse metal na germinacdo de esporos,
prejudicando a capacidade infectiva dos simbiontes fungicos (Andrade et al., 2004), ou
também devido as altas concentracdes de Pb nas estruturas celulares que podem ter afetado o

crescimento das hifas no interior radicular.

32



As fontes de nitrogénio no solo disponiveis a planta sdo o nitrato ¢ a aménia. Embora a
amonia possa ser absorvida, o nitrato ¢ a forma preferencialmente absorvida pelas plantas. O
nitrato, uma vez absorvido, ¢ reduzido a nitrito e amonia pelas enzimas redutase do nitrato e
redutase do nitrito, respectivamente, ¢ a amdnia gerada ¢ incorporada em moléculas organicas
pela via glutamina sintetase/glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase, também conhecida
como GS/GOGAT. Sabe-se que o Pb pode reduzir ou inibir a atividade de varias enzimas, por
se ligar a grupos sulfidrilas (SH) dos residuos de aminoacido do sitio catalitico das enzimas
(Van Assche e Clijsters, 1990) e assim interferir na sua atividade.

Existe pouca informacdo na literatura a respeito de como a via assimilatoria de
nitrogénio, a partir do nitrato, ¢ alterada em resposta a MPs. O efeito do Pb ¢ mais conhecido
sobre a atividade das enzimas da via de assimilagdo de carbono (Van Assche e Clijsters, 1990;
Wahid et al., 2007). Singh et al. (2003) observaram decréscimo de aproximadamente 68% na
atividade da enzima redutase do nitrato em Vigna radiata submetida a estresse por Pb. Esses
resultados corroboram com essa hipdtese, uma vez que observou-se aumento linear do teor de
nitrato foliar em resposta ao aumento de Pb no solo, sendo que plantas tratadas com 1000 mg
kg' Pb apresentaram 47% mais nitrato do que as plantas crescendo no solo controle.
Entretanto, em plantas associadas a FMA ndo houve aumento do teor de nitrato foliar e nos
tratamentos com as maiores doses de Pb (500 e 1000 mg kg™') observou-se que em plantas
micorrizadas a concentracdo deste metabolito foi inferior a concentragdo encontrada em
plantas ndo micorrizadas, sugerindo assim um efeito benéfico da associagdo micorrizica
levando a atenuacao do estresse causado pelo Pb.

A diminui¢do da atividade da redutase do nitrato poderia acarretar em decréscimo na

concentragdo de amodnia e assim alterar o metabolismo do nitrogénio na planta. Entretanto, isto
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nao foi observado nesse experimento, no qual os niveis de amonia ndo apresentaram variagdes
significativas em resposta a0 aumento da concentracao de Pb.

O teor de aminoacidos livres totais nas folhas de C. gladiata ndo foi alterado com o
aumento das doses de Pb nem com a inoculacdo micorrizica. Os aminoacidos, além de
constituirem os monomeros fundamentais das proteinas, sdo metabolitos que podem ser
acumulados quando a planta esta submetida a diversos estresses abioticos, inclusive ao
estresse por exposicdo a excesso de MPs (Sharma e Dietz, 2006), sendo seu actimulo
considerado indicador de estresse ou mecanismo de tolerancia. Andrade et al. (2009)
observaram aumento no teor de aminoacidos livres totais em folhas de C. ensiformis
submetidas a niveis excessivos de Zn, além de verificarem que a micorrizagdo também
influenciou o conteudo e composicdo de aminoacidos livres. Pelo fato de o teor de
aminoacidos livres totais e amdnia ndo terem sido alterados com o aumento da concentra¢ao
de Pb nem com a inoculacdo de FMA, sugere-se que esta planta possui um mecanismo de
regulacdo do metabolismo de nitrogénio na presenga de Pb no solo, pois, embora a assimilagdo
de nitrato tenha sido afetada levando a um acumulo de nitrato nas folhas da planta, os outros
metabolitos estudados relacionados ao metabolismo de nitrogénio permaneceram constantes.

E sabido que o Pb pode prejudicar a fotossintese de maneira indireta, por inibir a
atividade da enzima desidratase do acido d-aminolevulinico que sintetiza porfobilinogénio a
partir do acido d-aminolevulinico na via de biossintese da clorofila (Van Assche e Clijsters,
1990). Desta forma, pode ser gerado um excesso de espécies ativas de oxigénio (EAO), as
quais tém a capacidade de degradar diversas estruturas membranosas das células, uma vez que
o fluxo de elétrons da fotossintese pode ser prejudicado, reduzindo o oxigénio a formas mais
reativas. Um dos indicativos dos efeitos toéxicos das EAO ¢ a quantidade de malondialdeido,

um subproduto da peroxidacdo de 4cidos graxos insaturados, que ¢ determinado pela
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quantidade de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) presente nos tecidos. Esse
metabolito tem sido usado freqiientemente como indicador de peroxidagdo lipidica mediada
por EAO (Apel e Hirt, 2004; Balestrasse et al., 2006; Wang et al., 2008). Embora seja evidente
que os MPs sdo capazes de induzir a produgdo de EAO e aumentar os niveis de
malondialdeido, isto ndo foi observado no presente estudo. No entanto, plantas micorrizadas
apresentaram menor concentrac¢io desse metabolito nas concentragdes de 250 ¢ 500 mg kg™ de
Pb no solo, sugerindo que, possivelmente, plantas micorrizidas apresentam menor estresse
oxidativo. Estudos que relacionam esse tipo de estresse em plantas associadas a FMA sdo
poucos, sendo assim dificil explorar a literatura para explicar como essa associagdo simbiotica
pode reduzir a peroxidacdo lipidica a0 mesmo tempo em que aumentou o acimulo de Pb na
planta.

O P ¢ um nutriente mineral requerido em altas concentragdes, dado que existe uma
grande demanda por esse elemento dentro das células. Ele ¢ absorvido sob a forma de
ortofosfato, PO,4>, através de transportadores especificos na membrana celular dos pélos
radiculares. O P ¢ um dos constituintes dos mondomeros dos acidos nucléicos e também do
ATP, principal fonte de energia prontamente disponivel as células. Dessa maneira, o P ¢ um
fator limitante ao crescimento e desenvolvimento vegetal uma vez que é requerido para uma
ampla gama de processos metabolicos. O P ¢ um elemento de baixa difusdo no solo,
formando-se uma zona de deplecdo de P ao redor da raiz (Bucher, 2006). A associacdo das
plantas com FMAs pode aumentar a absor¢do deste nutriente, pois, quando a planta esta
colonizada por esses fungos a absor¢do de P ndo se limita a zona de alcance dos pélos
radiculares e nem a zona de deplegdo, visto que as hifas extra-radiculares se estendem além da
zona de deple¢do da raiz, absorvendo o P do solo e transportando-o as raizes na forma de

polifosfato (Bucher, 2006). Estes fosfatos absorvidos pelos fungos passam as células vegetais
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através de estruturas especializadas denominadas arbuisculos, que sdo compostas por estruturas
celulares da planta e do fungo, altamente especializadas com transportadores especificos para
translocagdo de nutrientes entre o fungo e a planta (Parniske, 2008). Por isso, plantas
micorrizadas tém maior acessibilidade ao P do solo podendo ter o seu crescimento
incrementado. De modo geral, a micorrizacdo teve influéncia sobre a concentragao de P tanto
em folhas como em raizes. O aumento do teor de P em raizes tanto de plantas nao
micorrizadas como de plantas micorrizadas, em resposta as diferentes concentragdes de Pb,
mostra que o MP ndo influenciou na absor¢do de P. No entanto, em raizes de plantas
micorrizadas houve maior teor de P que em raizes de plantas ndo micorrizadas, como também
foi demonstrado por alguns autores (Andrade et al., 2003; Stiirmer, 2004), confirmando o
efeito da micorriza na absor¢do de P. Mas, embora tenha havido aumento da concentragdo de
P nas raizes, isto ndo correspondeu a um aumento de P na parte aérea, pois em plantas ndo
colonizadas houve uma redugdo de aproximadamente 10% do teor de P na parte aérea entre o
tratamento controle e o tratamento com a maior dose de Pb (1000 mg.kg™). Estes resultados
sdo contrastantes com os que foram encontrados por Gopal e Rizvi (2008) que trabalharam
com rabanete, crescendo em meio contaminado por Pb, e observaram que houve maior teor de
P em parte aérea que em raizes. Possivelmente o Pb afetou a translocacdo do nutriente para a
parte aérea, fazendo assim com que a concentracdo deste elemento tenha diminuido na parte
aérea em resposta ao incremento do Pb no solo.

Os nutrientes minerais S, Fe e Zn tiveram suas concentracdo influenciadas pela
concentracdo de Pb no solo. O decréscimo na concentragcdo de Fe na parte aérea sugere que o
Pb afeta o transporte deste elemento a parte aérea quando as plantas ndo estdo micorrizadas.

Semelhantemente ao Fe, o Zn teve sua absor¢do aumentada em resposta ao aumento de

Pb, tanto em plantas ndo colonizadas como em plantas colonizadas. No entanto, a translocacdo
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do elemento a parte aérea foi maior em plantas colonizadas, enquanto que em plantas nao
colonizadas houve uma reducdo de aproximadamente 30% deste elemento. Tais diferengas
entre aumento e redugdo de absorg@o e transporte de nutrientes em resposta ao aumento da
concentragdo de Pb ja foi relatado por Paivoke (2002), que sugere que o Pb pode bloquear
fisicamente os canais de absor¢do de nutrientes. Entretanto, o Pb também pode alterar a
atividade de proteinas transportadoras de tais elementos para o xilema e assim, embora haja
uma alta concentragdo em raizes, ndo ¢ possivel observar tal concentracdo na parte aérea. Tal
efeito pode ser melhorado quando as plantas estdo colonizadas por FMA, como foi observado
para Zn e Fe neste estudo, mostrando que a colonizacdo por FMA ¢ benéfica também para
outros nutrientes minerais além de P.

O acumulo de Pb foi maior em raizes, sendo que em plantas micorrizadas a retengao
desse contaminante foi maior. A relacdo entre a colonizacdo e a absor¢do/retencdo do
contaminante ¢ um fator dependente da espécie de fungo utilizada, da planta hospedeira e do
tipo de MP que esta sendo considerado, pois a micorriza¢do pode tanto aumentar o acimulo de
MPs como reduzi-lo (Gohre e Paszkowski, 2006). Ambos os efeitos podem ser benéficos,
dependendo do ponto de vista de utilizagdo. Para a fitoextracdo, ¢ mais interessante que a
planta acumule mais Pb na parte aéreaquando micorrizadas, enquanto que para
fitoestabiliza¢do o contaminante pode ter sua absor¢do aumentada, mas em contra partida, este
fica retido nas raizes. Neste estudo, a concentragdo de Pb na parte aérea de plantas
micorrizadas crescendo nos solos com adi¢do de 250 ¢ 500 mg kg de Pb foi 31% e 33%
maior que em plantas ndo micorrizadas, respectivamente. J& nas raizes de plantas micorrizadas
esse aumento na concentracdo de Pb foi 95% e 57% maior que em plantas ndo colonizadas,

respectivamente, para as mesmas concentragdes de Pb no solo citadas anteriormente. Esses
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resultados sdo diferentes dos encontrados para soja sob estresse por Pb em que a micorrizagdo
provocou a redugdo da concentracdo de Pb nas plantas (Andrade et al., 2004).

As concentragdes de Pb consideradas fitotoxicas estio entre 100 e 400 mg kg™ para
plantas tolerantes (Malavolta, 1994), enquanto que para plantas sensiveis esses valores variam
de 30 a 100 mg kg (Fairbrother, 1997). Dessa maneira, podemos considerar a C. gladiata
uma planta tolerante ao Pb uma vez que a concentragdo de Pb na parte aérea chega ao limite
da fitotoxicidade e em raizes esses valores sdo ultrapassados aproximadamente 10 vezes. O
presente estudo também mostrou que a planta responde bem ao aumento de Pb disponivel no
solo, aumentando a absor¢do e acimulo do metal. No entanto, a maior parte do Pb ¢
acumulado nas raizes, sugerindo que a planta ¢ uma boa espécie para ser utilizada como

fitoestabilizadora em solos contaminados com Pb.

CONCLUSOES
e A planta Canavalia gladiata possui boa tolerancia ao Pb até a dose de 1000 mg kg™
e A micorrizagdo nao influenciou o desenvolvimento de Canavalia gladiata em solo

contaminado com Pb.

o C. gladiata ¢ uma espécie de leguminosa com potencial para fitoetabilizacdo de solos

contaminados com Pb.
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CAPITULO I1
MICORRIZACAO DE Calopogonium mucunoides POR Glomus etunicatum CONFERE

TOLERANCIA AO CHUMBO

INTRODUCAO

A contaminagdo de solos por metais pesados (MPs) tem aumentado drasticamente em
funcdo das atividades antropicas, principalmente a mineragdo, os esgotos industriais, a
utilizacdo de lodo de esgoto e a aplicacdo de fertilizantes e pesticidas no ambiente agricola
(Malavolta, 1994). O contetido natural de Pb no solo depende da composi¢cdo mineraldgica da
rocha mae que, por meio do intemperismo, pode liberar este metal ao solo.

O actimulo de MPs no solo nao sé contribui para a reducdo da capacidade produtiva
das culturas, mas também pode afetar indiretamente a saide humana e animal (Freitas et al.,
2009). O Pb é um MP pouco solavel que ocorre na solugdo do solo principalmente como Pb ™,
embora o estado de oxidagio Pb™ também possa ser encontrado, e que ainda pode formar
varios minerais de alta insolubilidade.

A calagem ¢ uma pratica agricola que pode reduzir a solubilidade do Pb no solo por
aumentar o pH e ¢ muito usada em solos acidos onde existe uma maior tendéncia em haver Pb
prontamente disponivel a absor¢do (Kabata-Pendias e Pendias, 2001). Embora o Pb ocorra
naturalmente nos vegetais, ainda nao foi demonstrado nenhum papel essencial desse metal no
metabolismo. Seu principal efeito de toxicidade visual sobre o desenvolvimento vegetal ¢ a
reducdo de crescimento (Bekiaroglou e Karataglis, 2002; Sharma e Dubey, 2005; Gopal e
Rizvi, 2008; Han et al., 2008).

Os vegetais possuem diferentes respostas de tolerancia as altas concentragdes de Pb no

meio de crescimento, sendo que plantas que acumulam um teor de Pb igual ou maior a 1000
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mg kg' de matéria seca sdo consideradas hiperacumuladoras de Pb. As plantas
hiperacumuladoras sdo de interesse em programas de fitorremediacdo, em que sdo utilizadas
plantas tolerantes ao contaminante para absorvé-lo e acumula-lo em seus tecidos (Salt et al.,
1998; Meagher, 2000; Gratdo et al., 2005; Peuke e Rennenberg, 2005). As plantas que
possuem capacidade de hiperacumular MPs geralmente possuem um sistema radicular
pequeno, que ndo penetra profundamente no solo, além de baixa e lenta produgdo de biomassa
(Arrigada et al., 2005), caracteristicas que nao sao desejadas a fitorremediagdo. No entanto, as
plantas hiperacumuladoras podem ser utilizadas em estudos de melhoramento genético e para
transgenia dos caracteres que lhes conferem a tolerancia.

Associagdes simbioticas sdo de grande relevancia no que diz respeito a tolerancia dos
vegetais ao Pb. Em leguminosas, a associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio
proporciona a utilizacdo do N, e incrementa o crescimento, enquanto que a associagdo com
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pode conferir melhoria no crescimento aumentando
a absor¢do de P e contribuem para a tolerancia a MPs. Segundo Al-Garni (2006) a inoculacao
dupla com rizébios e FMA conferiu maior tolerancia e estimulou o crescimento de caupi sob
estresse por Zn e Cd.

Os FMAs sdo muito conhecidos por aumentarem a absorc¢ao e utilizagdo de P pelas
plantas associadas (Chen et al., 2005; Ma et al., 2006), mobilizando do P que normalmente
estd fortemente adsorvido as particulas do solo (Bucher, 2006). A colonizagdo micorrizica
pode tanto aumentar a capacidade de absor¢do de MPs pelas plantas (Chen et al., 2005;
Andrade et al., 2008; Soares e Siqueira, 2008) como reduzir a absor¢do dos mesmos (Andrade
et al., 2004; Ma et al., 2006). Embora diversos trabalhos tenham sido publicados relatando os
efeitos benéficos da associacdo com FMAs em solos com altas concentragdes de metais (Khan

et al., 2000; Arrigada et al., 2005; Rabie, 2005), sabe-se que a contaminagdo por Pb pode
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reduzir a colonizagdo micorrizica em diversas espécies (Andrade et al., 2004; Wong et al.,
2007).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do FMA Glomus etunicatum e
da adicdo de Pb sobre o crescimento e alguns aspectos do metabolismo de plantas de
Calopogonium mucunoides (calopogonio), visando avaliar se essa espécie possui potencial

como fitorremediadora.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4
(sem inoculo e com indéculo de FMA e adigdo de quatro concentragdes de Pb no solo: 0, 250,

500 ¢ 100 mg kg™), com sete repeticdes para cada tratamento.

Preparo do solo, inoculo micorrizico e cultivo das plantas

Foi utilizado um solo do tipo latossolo vermelho-amarelo de textura argilosa (tabela 1)
e uma amostra desse solo foi esterilizada em autoclave com o fim de eliminar os possiveis
propagulos infectivos de FMA e posteriormente foi acondicionada em vasos plésticos com
dois litros de capacidade. Cada vaso recebeu a adi¢do de Pb, sob a forma de solugdo aquosa de
acetato de chumbo, nas concentracdes determinadas para cada tratamento (0, 250, 500 e 1000
mg kg™ e foi deixado em repouso para estabilizagdo por aproximadamente 15 dias.

Foi utilizado in6culo misto do FMA Glomus etunicatum contendo areia, solo com
esporos, hifas e raizes colonizadas de Brachiaria brizantha, e a cada vaso foram adicionados
aproximadamente 2700 esporos de G. etunicatum. A inoculagdo do FMA foi realizada

imediatamente antes da semeadura, em covas com aproximadamente 3 cm de profundidade.
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Antes do plantio, as sementes de C. mucunoides foram desinfetadas superficialmente
com hipoclorito de so6dio a 25% por 10 minutos, a seguir, imersas em suspensao de rizobios e
entdo semeadas quatro sementes por vaso. Apos a germinagdo foi feito o desbaste deixando
apenas uma planta por vaso.

As plantas cresceram em casa de vegetacao por aproximadamente 90 dias e das sete
plantas (repetigdes) de cada tratamento, trés repeticdes foram utilizadas para medidas de
crescimento e quatro repeticdes foram utilizadas para as determinagdes bioquimicas ¢ as raizes
das mesmas utilizadas para avaliar a taxa de colonizagdo micorrizica.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo ap6s a adi¢ao de Pb.

Pb pH V M.O. P K Ca Mg H+AI B Cu Fe Mn Zn Pb
(mg kg™ % gdm’® mg dm™ mmolc dm mg dm”

0 5,8 65 15 25 30 30 5 20 0,16 34 7 11,9 09 0,61
250 5,8 60 16 21 29 26 5 22 0,18 38 9 6,7 0,06 126
500 58 63 15 21 29 26 5 20 0,17 36 8 6,0 0,7 268
1000 5,7 63 17 23 28 26 5 20 0,16 38 8 92 0,7 520

Medidas de crescimento e avaliacao da nodulacao e da colonizacao micorrizica

Foram realizadas as seguintes medidas de crescimento: altura, area foliar, nimero de
folhas, massa da matéria seca da parte aérea, das raizes e dos nddulos. A taxa de nodulacado foi
determinada pela contagem do nimero de nodulos; as raizes foram clareadas de acordo com o
método proposto por Phillips e Hayman (1970) e a colonizagdo micorrizica foi determinada
pelo método proposto por Giovanetti e Mosse (1980), em microscopio Optico com lente
objetiva de 40x, observando 10 campos para cada segmento de raiz de aproximadamente um

centimetro de comprimento cada.
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Determinacdes analiticas e bioquimicas

As concentragdes de P, Ca, S, Fe e Pb em raizes e em partes aéreas foram determinadas
apods digestdo nitrico-perclérica de acordo com Abreu et al. (2000) e analisado por ICP-OES
(Inductively Coupled Plasma — Optical Emission Spectroscopy).

A determinacdo de peroxidacao lipidica foi realizada pela quantificagdo de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) pelo método descrito por Calmak e Horst (1991).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, andlise de regressdo, e teste de
Tukey para a comparaciao de médias. Os dados em porcentagem foram transformados em arco
seno (x/ 100)1/2, e os dados referentes a contagem foram tranformados em log (x+1),

previamente a analise estatistica.

RESULTADOS
Medidas de crescimento

A altura das plantas de C. mucunoides nao associadas ao FMA reduziu linearmente em
fun¢do do incremento das doses de Pb no solo, enquanto que em plantas micorrizadas nao
observou-se tal efeito. Plantas ndo micorrizadas apresentaram uma redugdo no crescimento de
aproximadamente 90% na maior dose de Pb utilizada no experimento (1000 mg kg™) em
relag@o as plantas crescendo no solo controle, sem adicdo de Pb. Em todos os tratamentos com
Pb as plantas micorrizadas apresentaram médias significativamente maiores que as nao
micorrizadas. Plantas micorrizadas crescendo no solo com a maior concentracdo de Pb

apresentaram altura 20 vezes maior do que as plantas ndo micorrizadas (Figura 1).
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Figura 1 — Altura de plantas de Calopogonium mucunoides ndo micorrizadas (NM) e
micorrizadas (M) em resposta ao incremento da concentragdo de Pb no solo. Médias
representativas com n=3. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os
tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb.

A area foliar de plantas micorrizadas foi significativamente maior do que a de plantas
nao micorrizadas em todas as concentragdes de Pb no solo (Figura 2).

A area foliar de plantas ndo micorrizadas reduziu aproximadamente 90% no tratamento
com a maior concentracdo de Pb no solo, em relacdo as plantas controle, enquanto que em
plantas micorrizadas nao foi observada reducao. Inclusive, a adi¢ao de Pb na concentragdo de
250 mg kg™ pareceu estimular o crescimento de plantas micorrizadas, pois a area foliar deste
tratamento foi aproximadamente 30% maior que a observada nos demais tratamentos,

inclusive no tratamento controle. A andlise de regressdo nao apresentou ajuste para esse

parametro tanto nas plantas micorrizadas como nas ndo micorrizadas.
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Figura 2 — Area foliar de plantas de Calopogonium mucunoides nio micorrizadas (NM) e
micorrizadas (M) em resposta a doses crescentes de Pb. Médias representativas com n=3.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb.

Uma reducdo de aproximadamente 66% no nimero de folhas foi observada em plantas
ndo micorrizadas em fun¢do do incremento da concentragdo de Pb no solo, enquanto que em
plantas micorrizadas o numero de folhas foi aproximadamente constante, exceto no tratamento
com 250 mg kg de Pb no solo que, novamente, pareceu estimular o crescimento, aumentando
a producdo de folhas em aproximadamente 30%. As plantas micorrizadas apresentaram maior
numero de folhas que plantas ndo micorrizadas independentemente da concentracdo de Pb no
solo, mas para a resposta desta variavel em fung¢do do Pb a regressdo nao foi significativa
(Figura 3).
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Figura 3 — Numero de folhas de plantas de Calopogonium mucunoides nao micorrizadas
(NM) e micorrizadas (M) em resposta a doses crescentes de Pb. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb.
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Em plantas ndo micorrizadas o incremento da concentragao de Pb no solo causou uma
reducdo de 88% na massa da matéria seca da parte aérea (MSPA). Plantas micorrizadas
apresentaram MSPA significativamente maior do que a de plantas ndo micorrizadas e somente
em solos com concentragdes de Pb maiores que 250 mg kg houve reducio da MSPA,
havendo 20% de reducdo da MSPA em plantas micorrizadas crescendo no solo com adi¢ao de
1000 mg kg™ (Figura 4).
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Figura 4 — Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) de plantas de Calopogonium
mucunoides nao micorrizadas (NM) e micorrizadas (M) em resposta a doses crescentes de Pb.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb.

A massa da matéria seca de raizes (MSR) reduziu 78% em plantas ndo micorrizadas no
tratamento com maior concentragio de Pb (1000 mg kg'), enquanto que em plantas
micorrizadas houve estimulo da produgdo de biomassa de raizes quando a planta cresceu em
solo contaminado com 250 mg kg’ (Figura 5). Concentragdes maiores deste elemento
causaram diminui¢do na producdo de biomassa da raiz, reduzindo até 27% na maior
concentracdo de Pb adicionada ao solo. Como no caso das medidas anteriores, a MSR foi

significativamente maior em plantas micorrizadas do que em plantas ndo micorrizadas, e nao

houve ajuste na andlise de regressao tanto para NM como para M.
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Figura 5 — Massa da matéria seca das raizes (MSR) de plantas de Calopogonium mucunoides
nao micorrizadas (NM) e micorrizadas (M) em resposta a doses crescentes de Pb. Letras iguais

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada
dose de Pb.

Curiosamente, as plantas que ndo receberam indéculo de FMA ndo apresentaram
formac¢ao de nddulos radiculares em nenhum dos tratamentos com Pb; somente as plantas que
receberam o ino6culo de FMA nodularam. A massa da matéria seca de nédulos reduziu 40% e

o numero de noddulos reduziu pouco mais de 50% no tratamento com a maior dose de Pb em

comparagdo com o tratamento controle (Figura 6).
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Figura 6 — Formacdo de noddulos em raizes de plantas de Calopogonium mucunoides

micorrizadas (M) em resposta a doses crescentes de Pb. Médias representativas com n=7, R*:
coeficiente de determinacgao, *** P < (0,001.
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A colonizagdo micorrizica foi reduzida em aproximadamente 30% em resposta ao
incremento das doses de Pb no solo e raizes de plantas que ndo receberam indculo de FMA

ndo apresentaram estruturas tipicas da associagdo micorrizica (Figura 7).
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Figura 7 — Colonizagdo micorrizica (%) em plantas de Calopogonium mucunoides em
resposta a doses crescentes de Pb. Médias representativas com n=4, R* coeficiente de
determinagao, *** P < 0,001.
Peroxidacio lipidica

A concentragdao de malondialdeido (MDA) ¢ representada pela quantificagao de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Nas folhas a concentracio de MDA
aumentou em resposta ao incremento da concentragdo de Pb no solo em plantas nao
micorrizadas, seguindo um ajuste quadratico e as plantas micorrizadas apresentaram
concentracdo de MDA constante em funcdo do aumento do Pb com analise de regressao nao
significativa (Figura 8). Plantas ndo associadas a FMA apresentaram concentragdes foliares de
MDA maiores que plantas micorrizadas nos tratamentos com doses de 500 e 1000 mg kg™ de

Pb.
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Figura 8 — Peroxidag¢do lipidica, expressa como concentracdo de substancias reativas com o
acido tiobarbiturico (TBARS), em folhas de plantas de Calopogonio mucunoides nao
micorrizadas (NM) e micorrizadas (M) em resposta ao incremento da concentragdo de Pb no
solo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e
M, dentro de cada dose de Pb.
Nutricao mineral

Plantas ndo micorrizadas apresentaram, na parte aérea, concentragao ¢ conteudo de P
muito inferiores aos de plantas micorrizadas (Tabela 2). A concentracdo e o contetido de P na
parte aérea de plantas ndo micorrizadas nao teve analise de regressao siginificativa, enquanto
que em plantas micorrizadas houve um ajuste linear com o aumento da concentragdo de Pb no
solo. Em raizes de plantas ndo micorrizadas a concentragdao e conteudo de P ndo se ajustaram
pela andlise de regressdo realizada, enquanto que em raizes das plantas micorrizadas a
concentracdo de P se ajustou a uma regressao linear ¢ o conteudo se ajustou a uma regressao
quadratica. De maneira geral, na parte aérea, o contetido de P em plantas micorrizadas foi 25
vezes maior que em plantas ndo micorrizadas e a concentracao de P foi aproximadamente trés
vezes maior. A mesma tendéncia foi observada nas raizes, sendo que em plantas micorrizadas,

de um modo geral, o conteudo de P foi aproximadamente 18 vezes maior e a concentragao foi

aproximadamente 3 vezes maior do que em raizes de plantas ndo micorrizadas.
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Tabela 2 — Contetido de P (mg planta™) e concentragio de P (g kg™') em parte aérea e raizes
de plantas de Calopogonium mucunoides nao micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).

Concentrac¢io de P Conteiado de P
Pb - mg kg’1 Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
NM M NM M NM M NM M
0 0.69b 228a 0.8b 1.86 a 0,40 b 4,60 a 0.11b 0,77 a
250 0.72b 1.98 a 0.83b 1,73 a 0.18b 4,48 a 0,06 b 0.86 a
500 0.63 b 2,56a 0.67b 271a 0,06 b 4.19a 0.02b 1,18 a
1000 0,72b 2,52 a 0,67 b 2,50 a 0,06 b 4,00 a 0,02 b 0,93 a
Regressio ns x ns x ns x ns x°
Significancia ns * ns renR ns * ns i

Letras comparam as médias dos tratamentos NM e M pelo teste de Tukey a 5% dentro de cada dose de Pb. Regressdo nao
significativa (ns), regressio linear (x) e regressdo quadratica (x%). Nivel de significAncia para regressio: * P < 0,05; ** P <
0,01.

A concentra¢do de Ca diminuiu linearmente em fun¢do do aumento das doses de Pb
somente em raizes de plantas ndo micorrizadas, enquanto em raizes de plantas micorrizadas e
em parte aérea de plantas ndo micorrizadas e micorrizadas ndo houve ajuste significativo
(Tabelas 3 e 4).

Em parte aérea de plantas ndo micorrizadas e micorrizadas houve aumento do teor de S
em resposta ao aumento das doses de Pb no solo, seguindo ajuste quadratico em ambas. As
plantas micorrizadas apresentaram maior concentracdo de S em parte aérea que as plantas ndo
micorrizadas. J4 em raizes a dose de 250 mg kg™ de Pb estimulou o acimulo de S em plantas
n3o micorrizadas e micorrizadas e nas demais doses de Pb (500 ¢ 1000 mg kg™') o acamulo
deste elemento foi reduzido. A anélise de regressdo ndo foi significativa em raizes de plantas
micorrizadas e ndo micorrizadas. As raizes de todas as plantas micorrizadas apresentaram
maior concentrac¢do de S que as raizes de plantas ndo micorrizadas (Tabelas 3 e 4)

Em plantas ndo micorrizadas, a adi¢do de 1000 mg kg de Pb no solo causou uma
redugdo de 90% no teor de Fe na parte aérea. J4 em plantas micorrizadas na dose de 250 mg
kg observamos que a concentragio de Fe aumentou, enquanto que nas demais doses o teor de
Fe diminuiu, seguindo um modelo de ajuste quadratico. Plantas micorrizadas apresentaram

maior teor de Fe que plantas ndo micorrizadas (Figuras 3 e 4).
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Em raizes de plantas ndo micorrizadas o Pb parece ter estimulado o acimulo de Fe,
pois houve um aumento linear do teor de Fe em resposta ao aumento das doses de Pb no solo,
enquanto que em raizes de plantas micorrizadas houve uma diminui¢ao no teor de Fe na dose
de 250 mg kg de Pb e nas demais doses observamos aumento do teor de Fe, nio havendo
ajuste na analise de regressdo. Em todos os tratamentos de Pb o teor de Fe foi maior em
plantas ndo micorrizadas que em plantas micorrizadas (Tabela 3 ¢ 4).

Tabela 3 — Concentracio de Ca (g kg™), S (g kg") e Fe (mg kg') em parte aérea de plantas de
Calopogonium mucunoides nao micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).

i Ca S Fe

i NM M NI ™M NM ™M
0 12,66 a 15.26 a 1.62 b 2,38 a 451.85a 265,52 a
250 13.84 b 17.67 a 2,00 b 2,79 a 305.57b 594,38 a
500 15.62 a 16,04 a 2,65b 3.21a 75.16 b 551,68 a
1000 15,03 a 15,42 a 2.38b 2,95 a 49.88 b 410.38 a

Regressao ns ns x* x* X x>

Significancia ns ns # # o "

Letras comparam as médias dos tratamentos NM e M pelo teste de Tukey a 5% dentro de cada dose de Pb. Regressdo nio
significativa (ns), regressdo linear (x) e regressdo quadratica (x). Nivel de significdncia para regressdo: * P < 0,05;
** P <0,01.

Tabela 4 — Concentracdo de Ca (g kg), S (g kg') e Fe (mg kg')em raizes de plantas de
Calopogonium mucunoides ndo micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).

1 Ca S Fe
PR -migke NM ™M NM ™M NM ™M
0 8,76 a 8,01a 5,45 b 0,06 a 4085,16a 5151,.35a
250 8.39a 6.68 a 6.15b 10.04a 7528.82a 3980.24 b
S00 6,45 a 6.18 a 4,32b 9.23 a 11281.4a 435224 Db
1000 5.63 a 6,02 a 4,70 b 7.860 a 13408.8 a 6298.51 b
Regressio X ns ns ns X ns
Significincia i ns ns ns PR ns

Letras comparam as médias dos tratamentos NM e M pelo teste de Tukey a 5% dentro de cada dose de Pb. Regressdo nio
significativa (ns), regressdo linear (x). Nivel de significancia para regressdo: ** P < 0,01; *** P <0,001.

As plantas ndo micorrizadas concentraram mais Pb na parte aérea que plantas
micorrizadas, na dose de 1000 mg kg™'. Até a dose de 500 mg kg™ plantas ndo micorrizadas e
micorrizadas ndo diferiram nas concentragdes de Pb absorvidas. A concentra¢do de Pb, em
parte aérea, de plantas ndo micorrizadas seguiram um ajuste linear enquanto que em plantas

micorrizadas o ajuste foi quadratico (Figura 9).
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Figura 9 — Concentracdo de Pb em parte aérea de plantas de Calopogonium mucunoides nao
micorrizadas (NM e linha continua) e micorrizadas (M e linha tracejada). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose
de Pb. Regressao linear para NM e quadratica para M. Nivel de significancia para a regressao:
**% P <0,001.

Em raizes de plantas ndo micorrizadas houve um aumento linear da concentragdo de
Pb, enquanto que em plantas micorrizadas houve um ajuste quadratico. A concentra¢do de Pb

diferiu entre os tratamentos NM e M somente na dose de 500 mg kg™ (Figura 10).
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Figura 10 — Concentragdo de Pb em raizes de plantas de Calopogonium mucunoides nao
micorrizadas (NM e linha continua) e micorrizadas (M e linha tracejada). Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose
de Pb. Regressao linear para NM e quadratica para M. Nivel de significancia para a regressao:
**% P <0,001.
O contetdo de Pb na parte aérea de plantas ndo micorrizadas nao foi influenciado

significativamente pelo incremento das doses de Pb no solo, enquanto que em plantas

micorrizadas o contetdo de Pb aumentou seguindo um ajuste quadratico em resposta ao
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aumento da concentracdo de Pb. No geral, em plantas micorrizadas o acimulo de Pb foi muito

maior que em plantas ndo micorrizadas (Figura 11).
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Figura 11 — Contetido de Pb em parte aérea de plantas de Calopogonium mucunoides nao
micorrizadas (NM e linha continua) e micorrizadas (M e linha tracejada). Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose
de Pb. Regressao nao significativa (ns). Nivel de significancia para a regressao: *** P <(,001.

O contetido de Pb em raizes de plantas ndo micorrizadas nao foi influenciado pelo
aumento das doses de Pb, enquanto que nas raizes de plantas micorrizadas o conteudo de Pb
aumentou seguindo um ajuste de tipo quadratico. Em plantas micorrizadas o acumulo de Pb
foi muito maior que em plantas ndo micorrizadas, sendo que no tratamento com dose de 500

mg kg de Pb o actimulo foi superior a 20 vezes ao contetido de plantas ndo micorrizadas

(Figura 12).
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Figura 12 — Conteudo de Pb em raizes de plantas de Calopogonium mucunoides nao
micorrizadas (NM e linha continua) e micorrizadas (M e linha tracejada). Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose
de Pb. Regressao nao significativa (ns). Nivel de significancia para a regressao: *** P < (,001.
O Pb ficou retido principalmente nas raizes das plantas, exceto no tratamento controle,
pois houve uma pequena contaminagdo de Pb no solo deste tratamento. Isso era esperado, pois

quando as concentragcdes de Pb no solo sdo baixas a planta ¢ capaz de transporta-lo com mais

eficiéncia (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicao de Pb nas raizes e 6rgaos aéreos de Calopogonium mucunoides nao
micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).
DISCUSSAO
Os efeitos deletérios que os MPs podem causar no crescimento ¢ desenvolvimento
vegetal sdao diversos, variando desde alteracdes no metabolismo até no nivel de expressao

génica. Entretanto, quando o vegetal esta associado a FMAs estes efeitos negativos podem ser
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atenuados devido a imobilizagdo do metal nas estruturas fingicas, melhoria do estado
nutricional da planta ou a mudangas na fisiologia da planta (Gohre e Paszkowski, 2006). Neste
estudo, podemos observar o quanto foi benéfica a inoculacdo do FMA Glomus etunicatum
para o crescimento de calopogonio, o que indica a alta dependéncia micorrizica desta espécie.
Em todos os parametros de crescimento utilizados para avaliar o efeito toxico do Pb, as plantas
micorrizadas mostraram maior producdo de biomassa que as ndo micorrizadas. J4 ¢ bem
conhecido que a associacdo das plantas com FMAs melhora o desempenho dos vegetais
crescendo em solos contaminados com MPs (Gaur ¢ Adholeya, 2004). Plantas de Canavalia
ensiformis, cultivadas em solo com concentragdes crescentes de Zn, apresentaram melhor
crescimento quando associadas a FMAs, o que foi relacionado ao melhor estado nutricional e
a mudancas na fisiologia da planta (Andrade et al., 2009).

Em um experimento com trigo e feijdo utilizando plantas micorrizadas e ndo
micorrizadas crescendo em solo contaminado com Cu, Pb, Zn e Cd, Rabie (2005) observou
que as plantas micorrizadas apresentaram maior producdo de biomassa. Sudova e Vosatka
(2007) também concluiram que a inoculagdo com o FMA Glomus intraradices de diferentes
estirpes resultou em maior tolerdncia e maior producdo de biomassa em plantas de milho
submetidas a estresse por Pb. Todas estas informagdes corroboram com os dados obtidos neste
estudo, em que plantas micorrizadas tiveram um melhor desempenho, tanto no solo controle
como no solo contaminado com Pb, apresentando em média 7,5 vezes maior producio de
biomassa na parte aérea e aproximadamente 6 vezes mais massa de raizes que plantas ndo
micorrizadas, confirmando assim o incremento da producdo de biomassa em funcdo da
associa¢do micorrizica, mesmo quando ha estresse por Pb. Tal melhora no crescimento pode

ser atribuido ao fato das plantas micorrizadas possuirem um melhor suprimento de nutrientes.
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Os MPs ndo sao toxicos somente as plantas, os microrganimos também sao
prejudicados pelo estresse causado pelo excesso de metais e elementos potencialmente toxicos
no solo. A populagdo de microrganismos pode ser significativamente reduzida quando existe
uma concentragdao excessiva de MPs livres no solo e, desta forma, as associagdes simbioticas
entre planta e microrganismos podem ser prejudicadas. Neste estudo observou-se que plantas
ndo micorrizadas ndo foram capazes de produzir noédulos radiculares nem mesmo no
tratamento controle, sem adi¢do de Pb. Entretanto, plantas micorrizadas nodularam
abundantemente, embora tenha havido redugdo da nodulacdo de acordo com o aumento das
doses de Pb no solo.

Alguns autores relatam que a presenga de FMA pode melhorar a capacidade de
nodulagdo das leguminosas (Andrade et al., 2004; Barea et al., 2005) e parece que a auséncia
de nodulagdo pode estar associada ao baixo suprimento de nutrientes, principalmente de P,
pois os nodulos constituem um local de alta demanda por ATP, molécula rica em P, necessaria
a fixacdo bioldgica de nitrogénio (Jesus et al., 2005). Desta maneira, podemos sugerir que a
falta de nodulagdo neste experimento tenha sido em func¢do baixa absor¢do de P pelas plantas
ndo micorrizadas, que foi aproximadamente 20 vezes menor que em plantas micorrizadas.

A colonizacdo micorrizica também foi afetada pelas doses de Pb que acarretou um
decréscimo linear de 30% em plantas crescidas no solo com adigdo de 1000 mg kg™'. Sabe-se
que os MPs podem prejudicar o processo de germinagdo de esporos, como demonstrado por
Gohre e Paszkowski (2006) que, realizando ensaios in vitro, observaram que altas
concentragdes dos metais Zn, Pb e Cd inibiram completamente a germinacdo de esporos
fungicos. O Pb também pode reduzir a coloniza¢dao micorrizica por reduzir o desenvolvimento
do FMA no solo (Arrigada et al., 2005). Outro fator que também pode influenciar a

colonizagdo ¢ a concentragdo interna do MP, que pode impedir o crescimento da hifa no cortex
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radicular quando a planta estd com uma concentragdo elevada do contaminante dentro de suas
células.

Vérios processos metabolicos produzem espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
respiragdo celular e a fotossintese sdo os processos mais conhecidos que geram ERO (Asada,
2006). No entanto, estresses ambientais podem desequilibrar esta producdo normal de ERO ¢
levar a produgdo excessiva destes compostos. Os MPs estdo envolvidos em diferentes meios
de geragdo de ERO dentro das células e assim podem causar estresse oxidativo (Cardoso et al.,
2005; Dey et al., 2007; Pompeu et al., 2008). O Pb interrompe o fluxo de elétrons na
fotossintese e desta forma leva a producdo de superdxido e oxigénio singleto (Asada e
Takahashi, 1987), que desencadeiam a produgao de hidroxilas.

Uma maneira de avaliar o efeito toxico dos MPs ¢ determinando a concentragdao de
malondialdeido (MDA), que ¢ um produto da peroxidagdo de acidos graxos insaturados. A
micorriza¢do pareceu atenuar a geragao excessiva de ERO dado que os niveis de TBARS em
folhas foram constantes em todas as doses de Pb utilizadas e, em contrapartida, nas folhas das
plantas ndo micorrizadas parece ter ocorrido uma maior producdo de TBARS em resposta ao
Pb. O Pb estimulou a produ¢do de TBARS em plantulas de trigo submetidas a doses de 200,
500, 1000 e 2000 pmol L™ de nitrato de chumbo (Dey et al., 2007). Segundo esses autores 0
aumento dos niveis de MDA nos tecidos da planta pode ser um indicativo da prevaléncia do
estresse oxidativo e talvez um dos mecanismos pelo qual o Pb exerce sua toxicidade. Em
experimento com mudas de tomate, o Pb causou aumento da peroxidagdo lipidica e da
oxidagdo de proteinas, o que foi relacionado a indugdo da geragdo de O, (Wang et al., 2008).
Desta maneira, os niveis de MDA podem ser utilizados como bioindicadores confiaveis de

estresse oxidativo.
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Os MPs também podem interferir na absor¢ao e no transporte de nutrientes essenciais e
desta forma alterar o estado nutricional da planta. O Fe é um micronutriente essencial aos
organismos vivos uma vez que ¢ constituinte de centros redox de proteinas essenciais a
fotossintese e a respiragdo celular (Gross et al., 2003). Redugdo na absor¢ao e transporte de P
e Fe sob estresse por Cu foi observado em Rumex japonicus (Ke et al., 2007). De fato, no
presente experimento foram encontrados resultados semelhantes em plantas ndo micorrizadas,
que tiveram a concentracdo destes dois elementos reduzida na parte aérea e aumentada nas
raizes pelo aumento da concentracdo de Pb no solo. Por outro lado, em plantas micorrizadas o
conteudo total de P aumentou significativamente em relagao as ndo micorrizadas.

O S, que esta presente como grupo tiol em varios compostos organicos e possui fungdo
bem relatada contra o estresse ocasionado por MPs (Stolt et al., 2003), teve seu teor reduzido
sutilmente nas raizes de plantas ndo micorrizadas e micorrizadas, enquanto que na parte aérea
a concentracao deste elemento aumentou em resposta as doses de Pb. A maior concentracao de
S em parte aérea de plantas micorrizadas pode ser um indicativo de que a micorrizacao
favoreceu o acumulo deste elemento e ele pode estar relacionado com o aumento da tolerancia
ao Pb nessa planta.

O Ca ¢ um importante componente sinalizador envolvido na sinalizacdo de estresses
bioticos e abioticos e alteragdes em seu conteudo t€m sido associadas a toxicidade por Cd, Zn,
Cu e Al (Kinraide et al., 2004). Ha pouca literatura disponivel sobre o efeito do Pb no teor de
Ca na planta, no entanto, os resultados do presente estudo corroboram os de Andrade et al.
(2003) que afirmam que o Pb ndo causou redugdo do teor de Ca em plantas associadas ou nao
a FMAs. O Pb talvez ndo esteja envolvido no mecanismo de inibi¢do dos transportadores de
Ca, que pode levar a reducdo da entrada deste elemento nas células, como foi relatado por

Antosiewicz ¢ Hennig (2004) e Wojas et al. (2007) e isso pode ser uma caracteristica
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diferencial de C. mucunoides. De uma maneira geral, ficou claro que a micorriza¢do exerceu
um efeito favoravel para a absor¢do de certos nutrientes, como Fe, P ¢ S, ¢ ndo influenciou a
absor¢do e/ou acumulo de Ca.

As micorrizas sdo conhecidas por melhorarem a nutricgdo mineral das plantas,
principalmente de P (Quilambo, 2003). Outros minerais também podem ser mais acumulados
pelas plantas quando elas estdo associadas simbidticamente com FMAs. No entanto, as
informacodes sobre a influéncia da micorrizagdo no aumento ou na diminui¢do da absorcao e
acumulo de MPs nas plantas sdo controvertidas (Sudova e Vosatka, 2007). Sudova e Vosatka
(2007) observaram que plantas de milho colonizadas por G. intraradices crescendo em solo
contaminado com Pb o absorveram menos que plantas ndo micorrizadas, enquanto que Chen
et al. (2005) observaram que Kummerowia striata, Ixeris denticulate, Lolium perenne,
Trifolium repens e Echinochloa crusgalli crescendo em solo contaminado com Pb nas
concentra¢des de 300 ¢ 600 mg kg™, quando estavam micorrizadas absorveram mais Pb que as
plantas ndo micorrizadas.

Nesse experimento constatou-se que as plantas aumentaram a translocagdo de Pb para a
parte aérea até o limite de 500 mg Pb kg de solo e que apods esse limite as plantas
micorrizadas translocam menos Pb. Em raizes, o acumulo ¢ gradual conforme se aumenta a
concentragdo de Pb no solo. Embora plantas micorrizadas e ndo micorrizadas tenham
apresentado um aumento na concentracdo de Pb quando a concentracdo desse elemento no
solo foi aumentada, quando se analisa o contetido de Pb por planta, verifica-se que o efeito de
dilui¢do fica minimizado em fun¢do da maior produgdo de biomassa.

Isto ¢ interessante porque quando se considera os dados para fins de fitorremediagao

. . . ~ -1
deve-se levar em conta a biomassa produzida e, analisando apenas a concentragdo em mg kg
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parece que plantas micorrizadas e ndo micorrizadas t€ém o mesmo potencial de acumular Pb,
mas esta informacao ndo ¢ real quando observamos o contetido de Pb presente por planta.

Uma consideragdo importante a se fazer é que a espécie C. mucunoides, quando
associada a G. etunicatum, é capaz de crescer e se desenvolver em solos com concentragdes
acima do limite da fitotoxicidade, que varia entre 100 e 400 mg kg™ Pb para plantas tolerantes
(Malavolta, 1994).

Estes dados mostram as diferentes habilidades dos FMAs em restringir ou aumentar a
absor¢ao do MP pela planta, e esta caracteristica pode estar relacionada com a origem tanto do
FMA como da planta associada a ele. No presente estudo a associagdo com o G. etunicatum
favoreceu o acumulo de Pb ao invés de restringir sua entrada na planta. Neste caso a

associa¢do se mostrou favoravel ao acumulo de Pb nas plantas micorrizadas.

CONCLUSOES
¢ A micorrizacdo confere telerancia a Calopogonium mucunoides em solo contaminado
por chumbo.
e A micorrizagao favorece o acimulo de chumbo em C. mucunoides.
e Plantas de C. mucunoides associadas ao FMA Glomus etunicatum podem ser utilizadas

para fitoestabilizacao de Pb.
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CAPITULO III
TOLERANCIA E POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Stizolobium aterrimum
ASSOCIADA AO FUNGO MICORRIZICO ARBUSCULAR Glomus etunicatum EM

SOLO CONTAMINADO POR CHUMBO

INTRODUCAO

A poluigdo de solos por (MPs) tem se tornado um problema global crescente com o
desenvolvimento industrial, a mineragdo e a aplicacdo de lodo de esgoto (Chen et al., 2000). O
chumbo (Pb) ¢ um MP que se concentra preferencialmente nas camadas superficiais do solo e
sua disponibilidade ¢ dependente das condigdes do solo (Piivoke, 2002).

Em solos agriculturaveis o Pb pode levar a diminuicdo do rendimento das culturas
diretamente, por afetar o desenvolvimento das plantas, ou indiretamente, por comprometer a
atividade microbiana do solo. O Pb afeta principalmente o desenvolvimento das raizes das
plantas e este aspecto pode ser usado para avaliar o potencial de tolerdncia das espécies ao
contaminante (Di Salvatore et al., 2008).

Diversos métodos tém sido utilizados para remediar solos contaminados com MPs, no
entanto, muitos deles sd3o muito agressivos ao ecossistema. A utilizagdo de 4cidos fortes tais
como 4cido sulfurico, 4cido nitrico e 4cido cloridrico ¢ eficiente, mas estes trazem prejuizo ao
solo (Tuin e Tels, 1990). Acidos organicos também sio efetivos na imobilizagdo de Pb
(Renella et al., 2004) e a utilizacdo de agentes quelantes como o EDTA ¢ eficiente no aumento
da solubilidade de certos MPs (Piechalak et al., 2003). Além desses métodos citados, também
pode ser realizada a remocao de parte do solo contaminado, o que causa efeito negativo sobre

o solo, ja que expde os horizontes do mesmo.
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Uma tecnologia menos agressiva, a fitorremediagdo, tem como principio a absorc¢ao e
acumulo de MPs pelas plantas, as quais posteriormente podem ser coletadas e armazenadas
para um gerenciamento seguro. A fitorremediagdo abrange, entre outras técnicas, a
fitoextracdo a qual se baseia no acimulo do contaminante na parte aérea, e a fitoestabilizagdo
que se baseia na imobilizagdo do contaminante nas raizes reduzindo dessa forma a sua
disponibilidade para outros organismos (Gratdo et al., 2005). As plantas s3o caracterizadas
como fitoextratoras de acordo com a concentra¢do do contaminante que elas sdo capazes de
acumular na parte aérea. Segundo Lombi et al. (2001), para o Pb esta concentragdo deve ser de
pelo menos 1000 mg kg™, ou seja, a planta deve acumular pelo menos 0,1% de Pb na massa da
matéria seca da parte aérea.

Espécies da familia Brassicaceae, sdo consideradas geralmente hiperacumuladoras,
mas, no entanto, estas possuem crescimento lento e baixa produg¢do de biomassa,
caracteristicas nao desejadas para fitorremediacdo, uma vez que o ideal seria a produgdo de
grande quantidade de biomassa para uma maior remoc¢ao do contaminante.

A associacdo das plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) pode conferir
maior tolerdncia e melhorar a capacidade de fitoextracdo de metais pouco soltiveis como o Pb.
A associagdo dos FMAs Glomus mosseae ¢ G. deserticola e dos fungos saprofitos Fusarium
concolor e F. koningii com Eucalyptus globulus propiciou a fitoextracdo de Pb, permitindo um
actmulo superior a 1000 mg.kg™' de Pb na massa seca da planta (Arrigada et al., 2005).

Dessa maneira, o trabalho teve como objetivo avaliar o potencial fitorremediador de
Stizolobium aterrimum associadas ou ndo ao FMA Glomus etunicatum em solo contaminado

com Pb.
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MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4
(inoculagdo ou ndo de FMA e quatro concentragdes de Pb: 0, 250, 500 e 1000 mg kg™), com

sete repetigdes para cada tratamento.

Preparo do solo

No experimento foi utilizado solo do tipo latossolo vermelho-amarelo de textura
argilosa. Uma amostra desse solo foi encaminhada para realizagdo de analise fisico-quimica no
Laboratorio de Analise de Solos do Instituto Agrondémico de Campinas — IAC tendo
apresentado pH (CaCl) de 4,6; 25 g dm™® ¢ 9 mg dm~ de matéria orginica e P,
respectivamente; ¢ 2, 7 ¢ 29 mmol. dm de K, Mg e Ca, respectivamente. A amostra de solo
foi desinfestada por autoclavagem com a finalidade de eliminar os propagulos infectivos de
FMAs e posteriormente acondicionada em vasos plasticos com capacidade para dois litros. O
solo de cada vaso recebeu Pb, sob a forma de solu¢do aquosa de acetato de chumbo, nas
concentragdes de Pb determinadas para cada tratamento (0, 250, 500 ¢ 1000 mg kg™). Os
nutrientes Mg, P e K, que apresentaram concentragdes abaixo do adequado, foram corrigidos.
Posteriormente, o solo foi deixado em repouso para estabilizacdo por aproximadamente 15

dias e nova analise de solo foi realizada, apresentando-se os resultados na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas quimicas do solo ap6s a adig@o de Pb.

Pb pH V M.O. P K Ca Mg H+AI B Cu Fe Mn Zn Pb
(mgkg") % gdm’ mg dm” mmolc dm™ mg dm”

0 5,8 65 15 25 30 30 5 20 0,16 34 7 11,9 09 0,61
250 5,8 60 16 21 29 26 5 22 0,18 38 9 6,7 0,6 126
500 5,8 63 15 21 29 26 5 20 0,17 36 8 6,0 0,7 268
1000 5,7 63 17 23 28 26 5 20 0,16 38 8 92 0,7 520
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Material biologico

As sementes de S. aterrimum, obtidas do estoque de sementes do laboratério de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, do Instituto de Biologia da
UNICAMP, foram desinfetadas superficialmente com hipoclorito de so6dio a 25% por 10
minutos, imersas a seguir em suspensao de rizobios especificos para S. aterrimum, cultivados
durante 6 dias em meio liquido YMB (Yeast Manitol Broth), e entdo colocadas oito sementes
por vaso. Foi utilizado in6culo misto de FMA, contendo areia-solo, esporos, hifas e raizes
colonizadas de Brachiaria brizantha, com aproximadamente 2700 esporos de Glomus
etunicatum para cada vaso. A inoculacio do FMA foi realizada imediatamente antes da
semeadura, em covas com aproximadamente 3 cm de profundidade. Apos a emergéncia foi

feito o desbaste deixando apenas uma planta por vaso.

Germinaciao

A germinacdo das sementes foi acompanhada durante 8 dias e, a partir dos dados
obtidos, foi estimada a porcentagem de germinagdo, considerando-se como tal a emergéncia
do hipocétilo. Para este pardmetro nao foi considerado o tratamento que recebeu inoculagdo de

FMA.

Coleta do material vegetal

Apbs o periodo de crescimento, trés plantas de cada tratamento foram coletadas,
lavadas, subdividas em raizes e parte aérea e mantidas para secar em estufa a 60°C até
atingirem massa constante. As quatro plantas restantes de cada tratamento tiveram a quarta

folha trifoliolada completamente expandida coletada, armazenada em saquinhos de papel
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aluminio e imediatamente congelada em nitrogénio liquido. Posteriormente essas folhas foram

armazenadas em freezer a -40°C até o momento das andlises bioquimicas.

Medidas de crescimento, nodulacio e coloniza¢do micorrizica

Foram realizadas as seguintes medidas de crescimento: altura, area foliar e massa da
matéria seca de partes aéreas, raizes e nddulos. Foi contado o numero de nédulos para estimar
nodulagdo. Apos clareamento das raizes de acordo com o método proposto por Phillips e
Hayman (1970), a coloniza¢do micorrizica foi determinada de acordo com Giovanetti € Mosse
(1980) em microscopio Optico com aumento final de 400x, observando-se 10 campos para

cada segmento de 1 cm de raiz.

Determinacdes analiticas

Para extragdo de clorofila a, clorofila b e carotendides totais foram utilizados quatro
discos foliares de cada planta, com aproximadamente 0,6 cm de diametro, e estes foram
colocados em tubos de ensaio contendo 3,5 ml de solugdo PA de DMSO (Dimetilsulfoxido).
Os tubos foram mantidos em banho-maria a 65°C por aproximadamente 30 minutos e depois
mantidos no escuro para esfriar (Hiscox e Israelstam, 1978). Para a quantificagdo dos
pigmentos citados acima foram realizadas leituras em espectrofotometro a 470, 646 e 663 nm
e utilizadas as equagdes propostas por (Lichtenthaler, 1987).

Para a extragdo dos diferentes compostos, aproximadamente 10 mg de tecido foliar
liofilizado foram imersos em 3 mL de solu¢do de metanol:cloroférmio:agua na proporcao
12:5:3 (v/v/v) respectivamente, segundo o método proposto por Bieleski e Turner (1966). O
material permaneceu em geladeira a 4°C, por 4 dias. A esta solu¢do foi acrescentada uma

mistura de cloroférmio e 4gua na proporcao de 1:1,5 (v/v), respectivamente, para separacao de
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fases; esta solucdo foi agitada e deixada em repouso em geladeira por 24 horas e
posteriormente foram coletados 3 mL da fragdo aquosa-metandlica, que foi seca em
concentrador a vacuo (SpeedVac) e ressuspendida em 0,5 mL de agua mili-Q para analises
bioquimicas.

O nitrato foi determinado de acordo com o método descrito por Cataldo et al. (1975),
utilizando-se KNOs para a curva padrao; a amoénia foi determinada de acordo com o método
descrito por McCullough (1967) utilizando-se (NH4),SO, para a curva padrdo; a concentragao
de aminoécidos soluveis totais foi determinada de acordo com o método proposto por Cocking
e Yemm (1954), utilizando-se leucina para a curva padrio e a peroxidagdo lipidica foi
determinada por meio da quantificacdo das substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), de acordo com o método descrito por Calmak e Horst (1991).

A concentragdo de P e Pb em raizes e parte aérea foram determinados apo6s digestao
nitrico-perclorica de acorodo com o método proposto por Abreu et al. (2000) e analisado por
espectroscopia de emissdo em plasma induzido em argonio, ICP-OES (Inductively Coupled

Plasma-Optical Emission Spectroscopy).

Analise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, andlise de regressdo e teste de
Tukey a 5% de probabilidade para a compara¢ao de médias entre os tratamentos com e sem
inoculagio do FMA. Os dados em porcentagem foram transformados em arco seno (x/100)"% e

os referentes a contagens foram transformados em log (x+1), previamente a analise estatistica.

Foi utilizado o software de estatistica SISVAR.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinacao

A germinagdo das sementes ¢ um ponto fundamental ao desenvolvimento das plantas
em solos contaminados. Nesse estudo observaou-se que o aumento da concentragdo de Pb no
solo ndo influenciou a germinagdo das sementes, e, de maneira geral, somente houve varia¢ao
na taxa de germinacdo do 1° ao 3° dia, o que poderia ser atribuido a diferencas fisioldgicas das
proprias sementes e do 4° dia em diante ndo houve diferenca entre os tratamentos e a
porcentagem final de germinagdo nos solos com diferentes concentra¢des de Pb, variou entre
60% e 75% (Figura 1). A capacidade de germinar em solos com altas concentracdes de Pb
pode se atribuida ao fato dos tecidos circundantes ao embrido atuarem como uma barreira
seletiva a entrada de MPs, evitando possiveis danos no embrido (Li et al., 2005). A capacidade
de germinagdo de sementes em solos contaminados com MPs pode ser utilizada como um

parametro para determinar a tolerancia a contaminantes (Di Salvatore et al., 2008).
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Figura 1 — Porcentagem de germinacdo de sementes de Stizolobium aterrimum em resposta ao
aumento da concentragdo de Pb no solo. Médias representativas para n=14. (*: diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% entre tratamentos com diferentes concentragdes de Pb).
Medidas de crescimento

O crescimento ¢ um dos parametros mais utilizados para avaliar a tolerancia de plantas

a ambientes contaminados com MPs (Peralta-Videa et al., 2004; Romeiro et al., 2007; Rossi,
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2007; Almeida et al., 2008; Andrade et al., 2008; Castaldi et al., 2009). Diversos atributos
podem ser considerados no que diz respeito ao crescimento, como altura, area foliar e
biomassa do vegetal e esses sdo geralmente afetadas pelos contaminantes do solo. O Pb pode
afetar diretamente o crescimento dos vegetais, principalmente as raizes, reduzindo seu
comprimento (Di Salvatore et al., 2008) e sua massa Gopal e Rizvi (2008). Todas estas
variaveis que geralmente sdo influenciadas pela presenca de MPs no solo podem ser atenuadas
pela associacdo das plantas com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Os FMAs tém
demonstrado aliviar o estresse causado por MPs em plantas (Hildebrandt et al., 2007). Os
mecanismos pelos quais a micorriza arbuscular atenua o desenvolvimento da planta
hospedeira em solos contaminados com MPs compreendem a imobilizagdo de MPs na parede
celular das hifas intra ou extra-radicais, a melhoria no estado nutricional da planta e a quelacao
de MPs no solo por uma glicoproteina insolivel chamada glomalina que ¢ secretada em
grandes quantidades no solo pelos FMAs, o que pode diminuir a disponibilidade do metal para
as plantas (Nichols, 2003; Gonzalez-Chavez et al., 2004).

Nesse estudo observou-se que a micorrizagdo da mucuna teve efeito positivo no
desempenho somente em plantas cultivadas em solos com adigio de 500 mg kg de Pb,
aumentando a area foliar e a produ¢do de massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), no

entanto, a altura e a massa seca de raizes ndo foram influenciadas pela associagdo micorrizica

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Altura, area foliar, massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) ¢ da raiz (MSR)
de plantas de Stizolobium aterrimum micorrizadas (M) ou ndo micorrizadas (NM) e cultivadas
em solo com adi¢do de concentragdes crescentes de Pb.

. Altura Area foliar MSPA MSR
Ph- mg g NM M NM M NM M NM M
0 2,11a 2,14a 1671,59a 167043a 7.56a 7.6 a 1,43 a 16 a
250 2,12a 1,92a 1298,20a 1033,34a 58a 4,83 a 1,36 a 1,0 a
500 1,90 a 2,06a 82293b 137573a 3930 6,63 a 1.0a 1,16 a
1000 2,06 a 2,16a 111623 a 1176,92a 5,66a 5.36 a 1,36 a 1.0a
Regressﬁo ns ns X2 ns X2 ns ns ns
Significancia ns ns e ns Jee ns ns ns

Médias representativas com n=3. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb . Analise de regressdo: ndo significativa (ns), linear (x) e quadratica (x3). Significancia: ** P < 0,01
e ¥** P <0,001.

Embora seja bem documentado que a micorrizagdo melhora o status mineral dos
vegetais, este resultado benéfico depende muito do tipo de fungo e de planta considerados na
associa¢do. Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os de Jankong e
Visoottiviseth (2008) que relatam que a biomassa total de plantas micorrizadas de Tagetes
erecta crescidas em solo contaminado com As nao diferiu da biomassa das ndo micorrizadas,
enquanto que no mesmo experimento plantas de Melastoma malabathricum apresentaram uma
biomassa muito maior quando micorrizadas. Este tipo de observagdo ¢ importante, pois para
implantacdo da técnica de fitorremediagdo ¢ necessario levar em conta o tipo de FMA
existente na regido em que a planta serd plantada, para proporcionar uma melhor interagao

FMA -planta e obter o melhor resultado possivel.

Associacoes simbidticas

A nodulacao foi reduzida drasticamente com o incremento do Pb no solo, com
aproximadamente 70% de redug¢do em plantas micorrizadas ou ndo. Além disso, a massa seca
dos nodulos de plantas cultivadas no solo com 1000 mg kg de Pb também foi reduzida em
aproximadamente 50% em relagdo as plantas crescendo no solo controle, tanto em plantas

micorrizadas como em ndo micorrizadas (Figuras 2 e 3). Wani et al. (2008) também
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observaram reducdo na nodulagdo, a qual foi acompanhada por redu¢ao da massa de nédulos,
em plantas de ervilha crescendo em solo contaminado com Cu. A redugdo da nodulagido pode
ser devida ao efeito toxico dos MPs diretamente sobre os microrganismos do solo, como
explicado por (Giller et al., 1998). Ja, a redugdo da massa dos nodulos formados,
possivelmente esteja relacionada as alteragdes metabolicas, tanto nas células radiculares como

nas bactérias, que prejudicam o desenvolvimento da estrutura simbidtica.

= ONM  R?=0,86%** (y =-0,0197x + 26,114)

30 ¢ BM  R2=0863% (y=-0,0192x + 25.2)
a

Numero de nédulos

Doses de Pb (mg kg™)

Figura 2 — Formacao de nddulos radiculares em raizes de plantas de Stizolobium aterrimum
nao micorrizadas (NM — linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em
solo contaminado com Pb. Médias representativas com n=14. Letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb . R
coeficiente de determinagdo. Significancia: *** P < 0,001.
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Figura 3 — Massa seca de nddulos de plantas de Stizolobium aterrimum nao micorrizadas (NM
— linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em solo contaminado com
Pb. M¢édias representativas com n=14. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R%: coeficiente de
determinagdo. Significancia: *** P <0,001.

Embora existam relatos de que a presenca de MPs no solo pode reduzir a colonizagao
micorrizica, como reportado por Rabie (2005) em plantas de trigo e feijao crescendo em solo
contaminado com Zn, Cu, Pb e Cd, no presente estudo observou-se uma reducdo nao
significativa da colonizacdo micorrizica de 19% (Figura 4). Isto pode sugerir que a associacao
de G. etunicatum com S. aterrimum ¢ uma associacdo relativamente tolerante, ja que a

porcentagem de colonizacao das raizes ¢ um fator que leva em consideracao os dois parceiros

simbioticos envolvidos.
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Figura 4 — Porcentagem de colonizacdo micorrizica em raizes de plantas de Stizolobium
aterrimum em resposta ao incremento da concentracdo de Pb no solo. (ns: regressao nao
significativa).
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Pigmentos fotossintéticos
Os conteudos de clorofilas e carotendides nao foram influenciados pelas doses
crescentes de Pb no solo e, de maneira geral, a associagdo com o G. etunicatum nao

influenciou significativamente estas variaveis (Tabela 3).

Tabela 3 — Teor de clorofila a, b, razdo clorofila a/b e carotenodides totais (ug mg™' de MF) em
folhas de plantas de Stizolobium aterrimum, ndo micorrizadas (NM) e micorrizadas (M),
crescendo em solo contaminado com Pb.

1 Clorofila a Clorofila b Razao Clr. a/b Carotendides
Pb-mgkg NM M NM M NM M NM M
0 0,78 a 0,92 a 0,26 a 0.28 a 3,00 a 3.28a 0,35a 0,3%9a
250 0,78 a 0,76 a 0.24 a 0.23 a 3.25a 330a 0,33 a 0.33 a
500 0,72b 0.87 a 0.23 a 0,27 a 3.13a 322a 031b 0.38 a
1000 0,89 a 0,87 a 0,25 a 0,24 a 3,56 a 3,62a 0,37 a 0,37 a
Regressio ns ns ns ns ns ns ns ns
Significincia ns ns ns ns ns ns ns ns

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb.
(ns: regressdo ndo significativa).

O Pb pode afetar a sintese de clorofilas ja que este metal pode interferir na absor¢ao de
Fe e Mg e assim inibir a sintese destas moléculas (Burzynsky, 1987; Van Assche e Clijsters,
1990; Drazkiewicz, 1994). No entanto, o teor destes pigmentos ndo foi afetado pelo
incremento de Pb em S. atererinum. Outros estudos conduzidos com mudas de arroz
utilizando Cd nas concentracdes de 10, 100 e 500 pmol L observaram reducdo do teor de
clorofila a, b e da razdo clorofila a/b (He et al., 2006) e, segundo este mesmo autor, a reducao
da razdo entre as clorofilas a e b pode indicar que a sintese de clorofila a ¢ mais sensivel ao
contaminante que a sintese de clorofila b.

Os carotenoides sao pigmentos acessorios com diversas fungdes celulares, mas que
atuam principalmente no processo de fotossintese, onde auxiliam na transferéncia da energia
luminosa ao centro de reagdo do complexo antena (Taiz e Zeiger, 2004). Dados que

corroboram com os encontrados neste estudo foram reportados por (MacFarlane e Burchett,
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2001), que nao observaram alteracdes no teor de carotenodides em folhas de Avicennia marina
na presenca de Pb nas concentragdes de 100, 200, 400 ¢ 800 pg g™

E importante ressaltar que efeitos diretos ou indiretos sobre a fotossintese como, por
exemplo, a redugdo do teor dos pigmentos envolvidos em tal processo pode comprometer
seriamente o desenvolvimento vegetal e, visto que na planta estudada o Pb teve um efeito
quase nulo sobre a sintese destes pigmentos, pode-se supor que o processo de fotossintese
tenha sido pouco afetado, embora fossem necessarios estudos de medida da fotossintese

liquida para confirmacdo exata.

Utilizacao de formas de nitrogénio

O nitrogénio pode ser absorvido do solo e utilizado pelas plantas nas formas de nitrato
ou amonio (Taiz e Zeiger, 2004). Entretanto, em leguminosas, o nitrogénio atmosférico
também pode ser utilizado gracas a associagdo simbidtica de bactérias do grupo Rhizobium
com as raizes, formando nodulos radiculares fixadores de N,. Diversas enzimas estdo
envolvidas no processo de assimilacdo das diversas fontes de nitrogénio pelas plantas e as
atividades das mesmas podem ser afetadas pela presenga de MPs no solo, ja que estes podem
alterar o sitio catalitico por se ligarem as enzimas no lugar de seus co-fatores metalicos
originais. O actimulo de nitrato nos tecidos ¢ um dos principais indicios de que um
determinado MP, como constatado para o Cd e o Cr, estd reduzindo a atividade da enzima
nitrato redutase (Wahid et al., 2007; Rai et al., 2004). Entretanto, o Pb parece ndo ter causado
efeito sobre esta enzima em S. aterrimum, pois o teor de nitrato foliar ndo foi influenciado pela
adicdo de doses crescentes de Pb no solo. A inoculagdo do FMA também ndao mostrou
influéncia significativa ja que também ndo foram observadas diferengas entre plantas ndo

micorrizadas e micorrizadas (Figura 5).
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Figura 5 — Teor de nitrato em folhas de plantas de Stizolobium aterrimum nao micorrizadas
(NM - linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em solo com
concentragdes crescentes de Pb. Médias representativas com n = 4. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. ns:
regressao nado significativa.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio também foi avaliada, para verificar se o Pb exerceria
algum efeito negativo sobre a atividade da enzima nitrogenase. Observou-se que a atividade da
nitrogenase em plantas micorrizadas foi estimulada até a dose de 500 mg kg™ ¢ diminuiu na
dose de 1000 mg kg, seguindo um ajuste de tipo quadratico, e os valores observados nas

doses de 500 e 1000 mg kg™ em plantas micorrizadas foram maiores que os observados em

plantas ndo micorrizadas nas mesmas concentracoes (Figura 6).
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Figura 6 — Atividade da nitrogenase em nodulos de raizes de plantas de Stizolobium
aterrimum nao micorrizadas (NM — linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada)
crescendo em solo com concentragdes crescentes de Pb. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. ns:
regressao nado significativa.
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O produto direto, utilizavel pela planta, da atividade da enzima nitrogenase ¢ o ion
amonio que ¢ assimilado pela via GS/GOGAT (Taiz e Zeiger, 2004). Observou-se que a
concentracio deste composto também aumentou até a dose de 500 mg kg™ ¢ que na dose de

1000 mg kg™ a concentracio foi reduzida, seguindo um ajuste de tipo quadratico (Figura 7).
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Figura 7 — Teor de amoénia em folhas de plantas de Stizolobium aterrimum nao micorrizadas
(NM - linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em solo com doses
crescentes de Pb. Médias representativas com n = 4. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R*: coeficiente
de determinagdo; ** P < 0,001; ns: regressdo nao significativa.

Pode-se sugerir que, possivelmente, o acimulo de NH;' tenha ocorrido devido ao
estimulo da fixacdo de nitrogénio e uma eventual reducao da atividade da via GS/GOGAT,
mas o aumento dos niveis de amonia também pode estar relacionado ao aumento da atividade

de proteases induzindo a degradacao de proteinas, como reportado por Chiraz et al. (2003) que

estudaram a toxicidade de Cd no cultivo de tomateiros.

Peroxidacio de lipideos

A peroxidacao dos lipideos das membranas pode ser iniciada pelo ataque de espécies
reativas de oxigé€nio nos acidos graxos poliinsaturados das membranas lipidicas. A presenca
de teores excessivos de MPs pode aumentar a geracao destas moléculas agressivas, induzindo

a peroxidag¢do dos lipideos das membranas, ¢ uma maneira comum de avaliar este tipo de
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estresse ¢ pela determinagdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) formado como
produto da peroxidacdo. Embora o Pb ndo seja um metal oxido-redutor a inducdo de estresse
oxidativo parece ocorrer de uma maneira indireta, aumentando a producdo de formas reativas
de oxigénio (Sharma e Dubey, 2005). Constatou-se neste experimento que, de modo geral,
plantas micorrizadas apresentaram maiores teores de MDA que plantas ndo micorrizadas e que
em plantas micorrizadas houve um decréscimo muito leve, mas significativo, no teor de MDA

foliar em funcao do incremento de Pb no solo (Figura 8).
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Figura 8 — Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) em folhas
de plantas de Stizolobium aterrimum nao micorrizadas (NM — linha continua) e micorrizadas
(M — linha tracejada) crescendo em solo contaminado com Pb. Letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R*:
coeficiente de determinagao; * P < 0,05; ns: regressdo ndo significativa.

Estes resultados diferem dos encontrados por Dey et al. (2007), que observaram
aumento gradativo de MDA tanto em raizes como em folhas de plantas de trigo submetidas a
doses crescentes de Pb. O excesso de Pb nos tecidos vegetais, pode gerar estresse oxidativo e
induzir a atividade das enzimas do sistema antioxidante (Gratdo et al., 2005). O aumento da
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), guaicol peroxidase (GPX), ascorbato
peroxidase (APX), dehidroascorbato peroxidase (DHAR), glutationa redutase (GR) e a
inibicdo da atividade de catalase (CAT) sdo algumas das alteragdes citadas por Sharma e

Dubey (2005). A redugdo dos niveis de MDA em plantas micorrizadas pode ter ocorrido

devido a indugdo da atividade de tais enzimas que atuam no controle de espécies reativas de
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oxigénio, que podem ter evitado que ocorresse peroxidacdo das membranas nos tecidos

foliares de S. aterrimum.

Absorcao de fosforo

A micorrizacdo favoreceu a absor¢do de P por S. aterrimum nos tratamentos controle e
de 250 mg kg'de Pb, visto que foram observadas concentracdes de P muito inferiores em
plantas ndo micorrizadas . O incremento de Pb afetou a concentragdo de P na parte aérea das
plantas micorrizadas. Em plantas que cresceram no solo com adi¢do de 1000 mg kg de Pb

houve reducdo de 25% no teor de P, e a analise da regressdo seguiu ajuste de tipo linear

(Figura 9).
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Figura 9 — Concentragdo de P em parte aérea de plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM — linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em solo
contaminado com Pb. Médias representativas com n = 3. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R*:
coeficiente de correlacdo; * P < 0,05; ns: regressao nao significativa.
Porém, a concentragdo de P nas raizes nao foi influenciada significativamente pelo

incremento de Pb no solo. Plantas micorrizadas também apresentaram maiores teores deste

elemento nas raizes do que plantas ndo micorrizadas (Figura 10).
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Figura 10 — Concentragdo de P em raizes de plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM — linha continua) e micorrizadas (M — linha tracejada) crescendo em solo
contaminado com Pb. Médias representativas com n = 3. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. R*:
coeficiente de determinagao; * P < 0,05; ns: regressdo ndo significativa.

A associagdo com FMAs oferece beneficios consideraveis em termos de crescimento e
absor¢ao de nutrientes (Gosling et al., 2006). Os presentes resultados mostraram que plantas
micorrizadas absorveram mais P que as ndo micorrizadas e corroboram os resultados
encontrados por Andrade et al. (2004) em soja crescendo em solo contaminado com Pb. A

redugdo da concentragdo de P em parte aérea de plantas micorrizadas pode ter ocorrido em

fun¢ao do efeito toxico do Pb sobre o desenvolvimento das estruturas de trocas de nutrientes.

Acimulo de chumbo

As plantas responderam ao aumento das concentragdes de Pb no solo aumentando
linearmente a concentracao deste elemento tanto em parte aérea como em raizes (Figuras 11 e
12). Este tipo de resultado foi observado por Romeiro et al. (2007) e Almeida et al. (2008)
trabalhando com Canavalia ensiformis em meio contaminado com Pb ¢ Andrade et al. (2003)

trabalhando com soja em meio contaminado por Pb.
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Figura 11 — Concentracdo de Pb em parte aérea de plantas de Stizolobium aterrimum
micorrizadas (M — linha tracejada) e nao micorrizadas (NM — linha continua) pelo FMA
Glomus etunicatum em resposta ao incremento da concentracdo de Pb no solo. Letras iguais
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada
dose de Pb. MS — massa seca, R”: coeficiente de correlagdo, *** P<0,001).

2500 r

ONM R2=0,992%** (y = 1,792 + 43,384)
BM  R2=0985%* (y = 1,8726x + 114,33) a

2000 r

1500

1000

500

Teor de Pb (mg kg de MS)

0 250 500 750 1000
Doses de Pb (mg kg')

Figura 12 — Concentracao de Pb em raizes de plantas de Stizolobium aterrimum micorrizadas
(M — linha tracejada) e nao micorrizadas (NM — linha continua) pelo FMA Glomus etunicatum
em resposta ao incremento da concentracdo de Pb no solo. Letras iguais nao diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. MS —
massa seca, R%: coeficiente de correlacdo, *** P<0,001).

4

Analisar este tipo de resposta ¢ importante do ponto de vista fisiologico para a
fitorremediacdo, porque existem ocasides em que a concentracdo de MP ¢ tdo elevada que a
planta ndo ¢ capaz de se desenvolver e logo nao extrai o contaminante. Apesar de as plantas
terem aumentado a absor¢ao de Pb em resposta ao aumento deste no solo, as concentragdes
deste MP na parte aérea ndo alcancaram concentragdes consideradas tipicas para plantas

hiperacumuladoras, 1000 mg kg™ de massa seca (Lombi et al., 2001). Entretanto, as plantas
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de S. aterrimum mostraram-se boas candidatas para utilizagdo em técnicas de fitoestabilizagao,
ja que na maior dose de Pb adicionada ao solo estas plantas acumularam aproximadamente
2000 mg kg de Pb na massa seca da raiz.

A micorrizagdo € conhecida por produzir substincias estimuladoras do crescimento
vegetal aumentando a biomassa e favorecendo a fitorremediacdo (Khan et al., 2000).
Entretanto, no presente trabalho observou-se que a micorrizacdo ndo influenciou o
crescimento € nem a absor¢ao de Pb. Alguns estudos mostram que a associagdo com FMA
aumenta a absorcdo de MPs (Joner e Leyval, 1997; Khan et al., 2000), mas a reducdo da
absor¢do de MPs também tem sido relatada (Heggo et al., 1990). Estes resultados podem ser
devidos as diferengas nas espécies de microsimbiontes e hospedeiros associados
simbioticamente, pois se sabe que ecotipos de FMA procedentes de areas contaminadas
possuem maior tolerdncia a altas concentragdes de metais e podem ser mais eficientes quanto a
conferir tolerancia a planta (Galli et al., 1994). O Pb se acumulou principalmente nas raizes,
porém, em plantas ndo micorrizadas crescidas em solo controle (sem adigdo de Pb) houve
maior porcentagem de Pb na parte aérea enquanto que em plantas micorrizadas a translocacdo
a parte aérea foi menor. No solo controle havia concentragdes baixas de Pb, o que ¢
normalmente encontrado no solo, € nessa situagdo alguns MPs tém seu transporte a parte
aérea acentuado (Figura 13).
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Figura 13 — Distribuicdo de Pb nas raizes e 6rgdos aéreos de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM) e micorrizadas (M).
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CONCLUSOES
A planta Stizolobium aterrimum possui tolerancia ao Pb e pode ser utilizada como

fitoestabilizadora em solos contaminados com esse MP.
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CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho verificou-se que cada espécie de leguminosa herbacea estudada
responde diferentemente ao excesso de Pb no solo e que a associagdo com FMA foi de
fundamental importancia para o desenvolvimento do calopogoénio, espécie que mostrou-se
mais sensivel ao Pb. Dentre as plantas estudas C. gladiata e S. aterrimum apresentaram bom
desenvolvimento no solo contaminado com Pb e podem ser de interesse em projetos de
fitorremediacdo de solos contaminados com esse metal, agindo como fitoestabilizadoras. C.
mucunoides, apesar de ter apresentado um bom desenvolvimento quando associada a G.
etunicatum, pode ndo ser uma espécie favoravel a fitorremediagdo em fungdo de baixa
produgdo de biomassa.

A fitorremediagdo é um técnica que comegou a ser empregada apds o descobrimento
de espécies que possuiam a capacidade de tolerar, translocar e acumular grandes quantidades
MPs em tecidos da parte aérea (Salt et al., 1998) ¢ a estas plantas foi atribuida a denominagao
de hiperacumuladoras. No entanto, as plantas que até entdo foram caracterizadas como
hiperacumuladoras geralmente possuem crescimento lento e pouca producao de biomassa (Salt
et al., 1998) e estas caracteristicas ndo sdo favoraveis a fitorremedia¢do. Tendo em vista este
aspecto “negativo” das plantas hiperacumuladoras, existe uma necessidade em se estudar
plantas com caracteristicas que sejam contrarias as apresentadas pelas plantas consideradas
hiperacumuladoras até o0 momento.

Vale ressaltar que as plantas respondem diferentemente a diferentes MPs e por isso sdo
necessarios estudos envolvendo outros tipos de MPs e solos contaminados com mais de um
tipo de MP, visto que essa ¢ uma situacdo mais comum que a contaminagdo por apenas um

tipo de MP.
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No que se refere a associacdo simbiotica com FMAs ¢ interessante salientar que a
associa¢do micorrizica estd presente em mais de 80% das plantas terrestres (Gosling et al.,
2006) e que o crescimento normal de certas espécies em solos contaminados com MP pode
muito provavelmente ser devido ao efeito benéfico que esta associagdo propicia as plantas.
Esses efeitos podem ir desde a melhora do estado nutricional da planta, aumentando a

disponibilidade de P, até a prevencao da transferéncia de MPs as plantas, pois sabe-se que um

(@)
o

dos mecanismos pelo qual os FMAs “protegem” as plantas contra a toxicidade de MPs ¢é

imobilizacdo do metal na parede celular fungica. Outra razdo para o estudo com FMAs ¢é

¢
[

tolerancia destes ao proprio MP, pois FMAs nativos de regides contaminadas por MPs sdo
mais provaveis de tolerarem concentragdes mais altas do contaminante existente no solo.
Dessa maneira, combinagdes perfeitas seriam a utilizacdo de espécies de FMAs nativos de
regides contaminadas por MPs com espécies de plantas com caracteristicas morfologicas e de
crescimento ideais para fitorremediagao.

Finalizando, o presente estudo demonstrou que algumas leguminosas herbaceas
possuem potencial para serem aplicadas como espécies fitorremediadoras e que espécies
intolerantes a MPs podem ter essa caracteristica melhor explorada quando associadas a FMAs

e assim podem ter seu potencial fitorremediador melhorado.
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