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Resumo

Realizaram-se dois experimentos em casa de vegetagdo, no Instituto
Agronomico (IAC), durante os anos de 1998 e 1999.

O primeiro experimento - experimento | - teve como finalidade avaliar o
efeito da inoculagcédo do FMA (Glomus macrocarpum) e da saturagéo por bases
(V1=90% e V. = 55%) do solo sobre o crescimento, nutricido e absor¢do de Pb pela
soja, quando ao solo foram adicionadas doses crescentes de Pb (0; 7,5; 37,5; 150
e 300 mg dm™).

O segundo experimento - experimento |- teve como objetivos avaliar os
efeitos da inoculagdo do FMA e da adigdo de Pb (0; 150; 300 e 600 mg dm™)
sobre o desenvolvimento da planta, absorgcdo de Pb e nodulagdo da soja pelo
rizébio e também sobre a biomassa e a atividade microbianas do solo, em dois
estadios do ciclo da planta, florescimento e maturagdo do gréo.

Os resultados obtidos no experimento | indicaram que a inoculacéo do FMA
favoreceu a producédo de matéria seca da parte aérea da soja, a qual apresentou
maiores teores de P e maiores acumulos de P, Ca, Mg, Mn, Fe e Zn. O
crescimento da soja micorrizada reduziu-se com 0 aumento da concentracao de
Pb no solo, em ambas as saturagées por bases estudadas. A colonizagéo
radicular pelo FMA diminuiu 40% em relacido ao controle, na dose maxima de Pb,
mas somente na saturagao por bases de 63%. O teor de Pb na parte aérea da

soja crescida no solo com V de 63% foi 5 vezes maior que no V de 82%. Somente



no solo com V de 63%, as plantas micorrizadas e as ndo micorizadas diferiram
quanto ao teor de Pb, que foi 30% menor nas plantas micorrizadas.

Concluiu-se que a saturagéo por bases do solo teve efeito dominante sobre
a disponibilidade do Pb para as plantas, sendo que o FMA teve papel relevante na
diminuicdo da concentragdo desse elemento na parte aérea, no solo com
saturacéo por bases de 63%, e que a adicdo de Pb afetou tanto o estabelecimento
quanto o desempenho da simbiose.

No experimento Il ndo foi observada redugéo significativa da produg@o de
matéria seca da soja com o aumento da dose de Pb no solo. Quanto ao numero
de vagens houve diminuigo significativa de 30% entre as doses minima e maxima
de Pb aplicadas. Assim mesmo, foi observada diminuicdo tanto da matéria seca
dos nédulos de rizébio quanto da colonizagéo micorrizica da raiz e esporulagéo do
FMA. A inoculacéo do FMA causou aumento significativo do crescimento da soja,
da producéo de vagens e do nimero e matéria seca dos nédulos de rizébio.

Plantas micorrizadas apresentaram teores de Pb na parte aérea 30%
menores do que plantas ndo micorrizadas, na dose de 600 mg dm™ de Pb. Plantas
micorrizadas tiveram também teores de P, K e S e quantidade acumulada de N, P,
K, Ca, Mg e S maiores do que plantas NM. As plantas n&o micorrizadas tiveram os
teores de Ca, Cu, Fe, Zn e o acumulo de Mg na parte aérea reduzidos com O
aumento do nivel de Pb no solo.

A inoculacdo do FMA causou dessa forma maior crescimento e melhor
nutricdo mineral da planta e amenizou a absorgéo de Pb pelas plantas nas doses
mais altas de Pb adicionadas ao solo. Entretanto, o FMA mostrou-se mais

suscetivel as altas concentragdes de Pb no solo do que a planta.
xi



No solo, a atividade da fosfatase alcalina foi a mais alterada pelos altos
niveis de Pb adicionados ao solo, com reducdo de 60% na sua atividade,
sugerindo que pode atuar como um indicador sensivel do estresse metabdlico da
comunidade microbiana do solo causado pelo excesso de metal pesado.

Pode-se concluir que o Pb afetou importantes caracteristicas biologicas do
solo, como biomassa, respiracdo e atividade de enzimas ligadas & ciclagem de
nutrientes no solo, como a fosfatase alcalina, desidrogenase e arilssulfatase. A
microbiota do solo quando a adig&o de altas concentragdes de Pb, apresentou, de
forma geral, sintomas de estresse, os quais afetaram o bom funcionamento do

sistema edafico e o desenvolvimento adequado da planta.
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ABSTRACT

Interaction between mycorrhiza and lead on soybean development and effect

on soil microbial activity.

Two greenhouse experiments were conducted in the Instituto Agrondmico,
in Campinas, during 1998 and 1999. The aim of the first experiment (1), was to
evaluate the influence of AMF, Glomus macrocarpum, inoculation and soil basic
cation saturation ratio (BCSR) (55% and 90%) on soybean growth, nutrition and
lead uptake, when increasing doses of lead were added to soil (O; 7,5; 37,5; 150;
300 mg dm™). The purpose of the second experiment (ll) was to investigate the
effects of lead addition to soil (0, 150, 300 and 600 mg dm™) and AMF inoculation
on lead uptake and development of soybean plants and also on soil microbial
biomass and activity, in two different periods of the plant life cycle, flowering and
maturity.

In experiment |, AMF inoculation improved shoot dry weight, shoot P
concentration and shoot P, Ca, Mg, Mn, Fe, and Zn contents. Increasing doses of
Pb in soil caused reduction on mycorrhizal plants growth. Mycorrhizal colonisation
of root decreased 40% at the maximum dose of Pb added to soil in relation to the
control, but only in the 63% BCSR. Shoot of mycorrhizal soybean grown in soil with
63% BCSR showed 30% less concentration of Pb, than non-mycorrhizal soybean.
Plants grown in the 63% BCSR had five fold higher Pb uptake than that grown in
the 82% BCSR. Soil BCSR was determinant on Pb disponibility to plants, but AMF

showed a relevant role on Pb concentration reduction in shoots, in the 63% BCSR.
Xiii



So, Pb addition affected both establishment and functionality of the symbioses
decreasing plants growth.

Whereas, in the experiment |l it was not observed significant reduction on
soybean shoot dry matter yield with increasing Pb levels in soil. However, the
number of pod decreased significantly, about 30% between the maximum and
minimum Pb added doses. It was also observed reduction on rhizobium nodules
dry weight as much as on root mycorhizal colonisation and AMF sporulation. AMF
inoculation enhanced plant growth and pod production as well as the number and
weight of rhizobium nodules.

Mycorrhizal plant showed 30% less Pb concentration on shoots than non-
mycorrhizal plants at 600 mg dm™ of added Pb. Shoot P, K and S concentrations
and N, P, K, Ca, Mg and S contents were highe rin mycorrhizal plants. Only non-
mycorrhizal plants showed reduction of shoot Cu, Fe and Zn concentrations and
Mg content when Pb was added to soil. Therefore, AMF inoculation caused higher
plant growth_and more balanced mineral nutrition and ameloriated Pb uptake by
plants. However, the mycorrhizal fungus showed higher susceptibility to the Pb
added to soil than the plant did.

Soil phosphatase activity was the most affected by Pb addition among the
analysed enzymes, decreasing in about 60%. It suggests that its activity can be
used as a sensitive marker of soil microbial community stress caused by the
excess of Pb in soil.

In conclusion, lead affected important biological features such as soail
microbial biomass C, soil respiration and activities of phosphatase, dehydrogenase

and arylsulfase. Since soil microbiota showed stress symptoms due to the high Pb
Xiv



doses added to soil, it is supposed that the soil system functioning and even

appropriate plant development were negatively affected.



1. Introdugao

A contaminacdo do solo por metais pesados (MPs) é hoje um tema
bastante discutido, devido a sua presenca em diversos materiais adicionados ao
solo, tais como residuos de mineracéo e siderurgias, impurezas de fertilizantes e
agrotéxicos, na composicdo do lodo de esgoto e do composto de lixo urbano,
procedentes da deposi¢céo atmosférica, dentre outros. A preocupacgdo ambiental
em relagdo as areas onde esses elementos se acumulam tem aumentado, pois o
problema e agravado quando os MPs s&o absorvidos pelas plantas e entram na

cadeia alimentar (Abreu et al., 1995).

Esta bem estabelecido o fato de que a assimilagdo de metais tem lugar no
mundo microbiano, assim como em plantas, e de que esses elementos tendem a
se concentrar conforme avangam na cadeia tréfica, processo que € chamado de
biomagnificagdo. Desta forma, niveis excessivos de MPs podem afetar seriamente
processos biolégicos de grande importancia no meio edafico. Decomposi¢do da
matéria organica, fixacdo biologica de nitrogénio, respiracdo e reciclagem de
macro e micronutrientes, entre outros processos do solo, tém sido estudados em

solos poluidos com MPs, constatando-se que tanto a diversidade microbiana



quanto a atividade biolégica sdo muitas vezes alteradas, inclusive chegando a

prejudicar a producéo primaria.

O chumbo além da sua importancia como metal potenciaimente toxico, é
pouco estudado em relagdo ao seu efeito na microbiota do solo, em condigcbes de
solos tropicais. Esse metal, ndo essencial para os seres vivos, pode ser
acumulado nas camadas superficiais do solo e influenciar os microrganismos e,
consequentemente, afetar o funcionamento normal do ecossistema. O Pb é
adicionado ao solo junto com lodo de esgoto e lixo urbano que contém esse metal,
na formulagdo ou como impureza de fertilizantes e pesticidas, entre outras fontes.
Normaimente, o Pb existe no solo em concentragdes consideradas ndo toxicas.
Entretanto, em situagio de adigéo constante do metal ao solo, o Pb pode tornar-se
mais disponivel e entrar na cadeia alimentar (Wallace e Wallace, 1994). A norma
4.230 da CETESB (1999), estabeleceu que, em solos agricolas tratados com lodo
originario de sistema de tratamento biolégico, a taxa de aplicagéo anual maxima
de Pb é de 7,5 mg kg™ de solo, permitindo uma carga maxima acumulada no solo
de 150 mg kg™ de Pb. Mesmo que as areas contaminadas com Pb sejam restritas
as circunvizinhancas de centros industriais e siderurgicos, estas poderiam ser
reutilizadas para a agricuitura ou recuperadas para outras atividades. Portanto, &
importante aprofundar os conhecimentos sobre os efeitos de altas concentragdes
desse metal na microbiota edafica assim como nas simbioses envolvendo fungos

micorrizicos e bactérias fixadoras de Na.

O interesse nos estudos sobre o efeito do excesso de MPs na associacéo



micorrizica, nas bactérias fixadoras de nitrogénio e em outros microrganismos
presentes no meio edafico tem aumentado recentemente. El-Kerbawy et al. (1989)
estudaram a associagao rizébio-fungo micorrizico arbuscular (FMA), em alfafa, em
solos com altos niveis de metais (Zn e Cd), observando que tanto a nodulagéo e a
fixagdo biolégica de nitrogénio quanto a colonizagdo radicular foram reduzidas

com o aumento da disponibilidade desses metais.

Considera-se o pH atributo de fundamental importancia na disponibilidade
de metais tanto para as plantas quanto para os microrganismos. O pH do solo
influencia a sorcdo de metais aos componentes do solo, afetando a sua
disponibilidade e conseqlentemente a sua absor¢éo pelos organismos (Chaney et

al., 1978).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adi¢do de Pb ao solo sobre
a atividade microbiana do solo e as simbioses formadas por FMA e bactéria
fixadora de N2 (rizébio) estabelecidas na sojq, e a\{g!ggr como a interagdo do Pb

com os microrganismos simbibticos afeta o crescimento, a nutricdo mineral e a

concentragcdo do MP na planta.



2. Revisao de literatura:

2.1. Consideragoes gerais: metais pesados

Consideram-se metais pesados (MPs) cerca de 65 elementos metalicos, de
densidade maior de 5 g cm™, capazes de formar sulfetos (Adriano, 1986). O termo
metal trago seria mais correto, ja que este termo estd baseado na concentracéo
em que é encontrado normalmente (< 0,1% no solo ou 100 mg kg”! na matéria
seca de amostras bioldgicas). Mesmo assim, sera utilizado o termo metal pesado
que é, no geral, utilizado e aceito em estudos ambientais. Os MPs de maior
importancia no habitat edafico s&o Fe, Zn, Cu, Mn, Mo, Mg e Al (Stevenson, 1986).
Muitos desses metais sdo essenciais ao metabolismo dos seres vivos, tais como o
K, Na, Mg, Ca, Mn, Cu, Zn, Co ou o Ni, estimando-se que um ter¢o das enzimas
conhecidas contenham algum ion metalico como parte integral da molécula, a
exemplo da nitrogenase, diferentes desidrogenases, oxigenases e oxidases.
Outras moléculas importantes como os citocromos e as clorofilas também
possuem metais na suas moléculas (Gadd, 1993 e 1992, Van Assche, 1990).
Outros metais, como o Rb, Cs, Al, Cd, Ag, Au, Hg e Pb, n&o tém fungéo essencial
aparente, mas podem interagir com as células e ser acumulados por processos
fisico-quimicos ou biolégicos, como por exemplo, sistemas de transporte por
especificidade e afinidade de moléculas celulares por cétions metalicos. Esses
processos s&o de importancia, pois fazem parte dos principais ciclos

biogeoquimicos.

Hoje em dia a contaminagdo dos solos por MPs, causada por processos
4



naturais ou pela atividade humana, € um dos mais sérios problemas ambientais,
devido & sua persisténcia e alto poder de toxicidade (Reddy e Prasad, 1990). Os
MPs no solo podem se acumular de uma forma natural quando a rocha méae, da
qual se originam, possui minerais ricos nesses (Stevenson, 1986), ou pela agéo
antropogénica, ao serem adicionados como impurezas dos fertilizantes quimicos e
calcario, de pesticidas e de residuos organicos como lodo de esgoto, composto de
lixo urbano, entre outros. Residuos de diferentes industrias como a farmacéutica
ou aquelas que produzem pigmentos, baterias elétricas, materiais plasticos, e de
construgéo, assim como da mineragéo e siderurgia, podem introduzir MPs no solo.
Também, a combustdo de combustiveis fosseis ou de lixo urbano podem criar
poluicdo de solos e aguas pela deposicdo atmosférica de metais (Ross, 1994).
Todo metal pode exibir toxicidade acima de um limite de concentragéo, o qual,
para os elementos altamente téxicos, pode ser extremamente baixo. A toxicidade
dos metais depende da sua biodisponibilidade, definida como a capacidade de o

metal ser transferido do compartimento do solo a um organismo vivo.

Se a contaminacédo do solo por MPs iré se tornar ambientalmente tdxica ou
ndo depende de vaérios fatores: a) das condigbes fisico-quimicas que prevalecem,
como acidez, umidade, presenca de argilas, 6xidos de Fe/Mn e matéria organica
entre outras, as quais proporcionam superficies de absorgéo e reagdo, b) do solo
e hidrologia, que podem nao sé diluir o contaminante como tambéem transportar o
efeito poluente da sua origem para uma nova area e c) do componente microbiano
e vegetal do ecossistema, que podem absorver e reciclar o metal (Stevenson,

19886).



2.2. Microbiota edafica

A importancia dos microrganismos do solo é resultado da sua atividade
metabdlica que, interferindo diretamente no comportamento das caracteristicas e
propriedades do solo, proporciona um ambiente adequado ao desenvolvimento
das plantas e outros organismos. Bactérias, actinomicetos, fungos e algas
compdéem uma microcomunidade essencial ao ecossistema. Esses
microrganismos estdo invariavelmente presentes tanto no solo como na rizosfera,
realizando atividades metabdlicas de grande relevancia ao crescimento vegetal,
como fixacdo de N, secregdo de fatores de crescimento, aumento da
disponibilidade ou da imobilizagdo de nutrientes essenciais, entre outras. Assim,
vem incrementando-se o interesse da comunidade cientifica em relagédo a
importancia da utilidade de organismos do solo como indicadores da qualidade do
solo e como determinantes de sua “satide” (Doran e Zeiss, 2000). A saude do solo
tem valor economicamente quantificavel j& que o solo e sua biota realizam fungbes
no ecossistema que beneficiam os homens. Esses servicos ao ecossistema
podem ser de consideravel valor e incluem fungdes de armazenamento de agua,
decomposicdo de residuos animais e vegetais, transformagéo e reciclagem de
nutrientes, seqiestro e detoxificagdo de substancias toxicas, além de promover a
salide das plantas suprimindo microorganismos patogénicos e fauna fitéfaga

(Costanza, 1997).

Mudancas na composic&o ou na atividade da comunidade microbiana do

solo podem ter efeitos prejudiciais no funcionamento do ecossistema. A



contaminacgdo por metais pode afetar a comunidade microbiana alterando o seu
crescimento, morfologia e metabolismo, e influenciando a produgéo primaria e a
reciclagem de nutrientes. Tém sido sugeridos diferentes mecanismos para explicar
a presenca de ions metalicos no interior de células microbianas, os quais incluem
a peroxidagéo lipidica, complexos de permeases, mediac@o por carregadores,
canais idnicos e inclusive endocitose (Ford e Mitchel, 1992). Um processo de
adsorcdo de metais por células microbianas metabolicamente independente seria
aquele decorrente da afinidade de diferentes componentes da parede celular ou
de outras estruturas externas dos microrganismos por cations metalicos. Assim,
quando metais sem fung&o bioldgica ou outros essenciais em altas concentragdes
substituem ou competem com um metal funcional, resulta em toxicidade para a
célula. Esses efeitos toxicos podem ser devidos ao bloqueio de grupos funcionais
de moléculas importantes, como enzimas ou sistemas de transporte, a
desnaturacdo de proteinas ou & perda de integridade de membranas celulares.
Numa escala maior, os efeitos incluem reducdo das taxas de crescimento,

extensao da fase exponencial e perturbaces morfolégicas (Blacwell et al., 1995).

Em termos gerais, considera-se que os MPs afetam os microrganismos em
ambientes naturais, reduzindo tanto a biomassa como a diversidade, sendo
possivel a seleciao de uma populagao resistente, o que significa que a comunidade
microbiana pode ser afetada tanto quantitativa como qualitativamente pelos MPs

(Kandeler et al., 1996)

Algumas caracteristicas estruturais e bioquimicas intrinsecas aos



microrganismos, adaptagfes fisiolégicas efou genéticas, conferem-lhes
capacidade de sobreviver na presenca de altas concentragdes de MPs, entre elas
a presenca de paredes celulares impermeaveis a determinados elementos,
pigmentacdo de parede celular, producdo de polissacarideos extracelulares ou
excrecdo de outros metabdlitos que imobilizam o metal potencialmente tdxico

(Gadd, 1992).

A resposta dos microrganismos do solo as altas concentracbes de metais
pesados tem sido avaliada estimando o tamanho da biomassa microbiana
(Brookes e MacGrath, 1984), a composi¢cdo de fosfolipideos dos acidos graxos
(Baath et al., 1998), a estrutura da comunidade (Reber, 1992) e pela determinacgéo
da respiragdo e atividades enzimaticas (Dias-Junior et al., 1998; Valsecchi et al,,

1995; Perucci, 1992 e Ohya et al., 1988).

Varios trabalhos constataram a relacédo entre altas concentragbes de MPs e
diminuicdo da biomassa_microbiana do solo. FlieBbach et al. (1994) estimaram o
carbono da biomassa microbiana de solo tratado com lodo de esgoto com
diferentes contetidos de metais. Observaram que geralmente, o lodo com baixas
concentragdes de metal tem um efeito benéfico tanto no carbono da biomassa
como na atividade microbiana do solo. Cargas maiores de MP no lodo resuitaram
em uma diminuigdo substancial do C da biomassa. Recentemente, Barajas-
Aceves et al. (1999) estimaram o carbono da biomassa microbiana do solo e sua
atividade (respiracado induzida em substrato-SIR e conteudo de ATP) em um solo

de Gipuzkoa (Espanha), contaminado com Zn, devido a atividade mineradora.



Esses autores concluiram que as medidas da biomassa e as de atividade foram
bons indicadores do estresse ambiental causado por metais pesados, em locais
ndo experimentais. A correlagdo entre o C-biomassa e a atividade microbiana
resultou em um indicador mais sensivel do estresse do que essas determinacoes

consideradas separadamente.

Vaisecchi et al. (1995) observaram correlacbes negativas entre
concentracdo de MPs (Zn, Pb, Cu, Cd, Ni e Cr) , respiragéo do solo e atividade
respiratéria especifica (relagdo entre o C-CO; liberado e o C-biomassa por
unidade de tempo), o que foi explicado como efeito adverso dos MPs sobre a
microbiota do solo. Observou-se também um aumento da matéria organica com o
incremento do conteldo de metais do solo, possivelmente devido a menor
eficiencia na mineralizacdo da matéria organica do solo sob essas condigbes.
Cotrufo et al. (1995) constataram que os estadios iniciais da decomposigdo da
matéria organica e a respiragéo do solo, na presenca de altos niveis de metais,

tais como Zn, Cu, Cr, Pb e Ni, foram negativamente afetados.

Sabe-se que a biomassa microbiana de solos poluidos com MPs € menos
eficiente na utilizagdo de substratos para a propria sintese de constituintes
celulares e que precisa de mais energia para as reagbes metabdlicas. Isto foi
demonstrado por Bardgett e Saggat (1994) trabalhando com solo de pasto poluido
com Cr, Cu e As. Esses autores analisando a biomassa e decomposicéo de 14C-
glicose, observaram que o 4C da biomassa microbiana formado apés a adicdo de

glicose marcada foi significativamente menor, apesar de a liberacéo do “CO, do



solo contaminado ter sido maior do que no solo controle ndo poluido. Ohya et al.
(1988) estudaram os efeitos dos MPs tanto na biomassa microbiana quanto na
sua atividade, em 30 solos urbanos de diferentes caracteristicas fisico-quimicas,
contaminados principalmente por Pb e Zn. Encontraram que o efeito inibitério dos
metais nos microrganismos do solo ndo sé dependeu do conteudo total de metais,
mas também da quantidade disponivel do metal, que por sua vez foi controlada
pelas caracteristicas fisico-quimicas do solo. O C da biomassa foi fungcido da
capacidade de troca de cétions (CTC), do C organico total e do numero de
coldnias fungicas. Os resultados indicaram que a biomassa microbiana foi
principalmente influenciada pela CTC, mas foi pouco afetada pelo Zn e Pb
prontamente soluvel. Doelman e Haanstra (1984) concluiram que atributos do solo
como pH, teor de Fe ou fragdo argila foram responsaveis pela inibicdo da

respiragdo de solos com altos niveis de MPs.

Nos ecossistemas edaficos, a biomassa microbiana e a atividade sao
parametros de particular importancia na avaliacdo dos efeitos dos metais nos
microrganismos. Do ponto de vista ecofisiolégico, a biomassa microbiana
compreende populagdes “metabolicamente ativas” e “em estado de dorméncia’,
sendo que o equilibrio dinamico entre elas parece ter um papel relevante no
ecossistema. Os microrganismos em estado de dorméncia sdo células vegetativas
com atividade metabdlica reduzida. Em condicbes de campo, acredita-se que a
maioria das populagdes esteja nesse estado durante a maior parte do ano.

N e en e

por metais que a metabolicamente ativa, pois a quantidade de metais absorvida é
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determinante da toxicidade causada no microrganismo. Assim, a absorcdo de
metais pelas células microbianas em dorméncia € sem duvida menor se
comparada com as células metabolicamente ativas. Portanto, para organismos
que néo toleram altas concentracbes de metais, o estado de dorméncia pode
significar a sua sobrevivéncia nos habitats poluidos, evitando a toxicidade (Ohya

et al., 1988).

Frostergard et al. (1993) utilizaram um novo método para demonstrar o

efeito adverso de diferentes metais na biomassa microbiana, no qual a
composicéo de acidos graxos dos fosfolipideos (PLFA) foi analisada. Esse estudo
revelou uma diminuicdo em PLFA caracteristicos de populagdes Gram positivas, o
que concorda com outros trabalhos que indicaram uma predominancia de
bactérias Gram negativas em solos contaminados por metais (Duxbury, 1983). Ja

a comunidade fungica do solo, tanto em relagéo a biomassa quanto a composicéo
__de espécies, foi fortemente afetada ao longo de um gradiente de Cu e Zn no solo
(Nordgreen et al., 1983). Cotrufo et al. (1995) observaram que a quantidade de
micélio fungico foi significativamente menor em solo contaminado do que no solo

controle, sem contaminagao por metais.

A determinacdo da atividade de varias enzimas no solo € uma maneira de
se medir a atividade microbiana, dando uma indicagdo da mudanga ocorrida na
biota do solo, sem entretanto relaciona-ia a algum grupo especifico de organismo.
Reber (1992) estimou o impacto do estresse por MP sobre a diversidade e a

capacidade de degradagao de compostos organicos pela comunidade bacteriana
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do solo. Os estudos foram baseados na habilidade de certas bactérias do solo em
utilizarem substancias aromaticas como fonte de C, limitando o teste somente a
esses organismos. Os dados obtidos revelaram que, apds a contaminagao dos
solos com MPs, algumas das capacidades bioquimicas da biota bacteriana se

perderam.

Kandeler et al. (1996) avaliaram diferentes propriedades da micrcobiota do
solo, como a biomassa, a respiragdo, a mineralizacdo de N e 13 enzimas
envolvidas nos ciclos do C, N, P e S, em solos que receberam altas doses de
metais. Os resultados revelaram que solos contaminados com 300, 100, 50, 50 e 3
mg kg'1 de Zn, Cu, Ni, V e Cd respectivamente, reduziram significativamente a
biomassa microbiana e as atividades enzimaticas envolvidas na reciclagem do N,
P e S (mineralizagdo de N, nitrificagdo atual e potencial, protease, deaminase da
arginina, urease, redutase do nitrato, fosfatase alcalina e arilssulfatase). Em
contraste, a respiracdo e a atividade das enzimas relacionadas ao ciclo do C
(celulase, xilanase e B-glucosidase) ndo foram tdo afetadas, o que poderia
significar que a contaminacdo por metais produziu uma mudan¢a na comunidade
microbiana do solo, favorecendo as populag¢des fungicas sobre as bacterianas. A
alta atividade dessas enzimas estaria relacionada a um maior requerimento de C

para funcbes de reparo e manutengdo metabdlica (FlieBbach et al. 1994, Bardgett

e Saggat, 1994).
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2.3. Micorrizas

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) constituem uma ponte para o
transporte de nutrientes do solo as raizes das plantas e s&o considerados como 0
grupo de microrganismos que tem importancia direta na absorgéo de nutrientes
pelas plantas superiores (Kling e Jakobsen, 1998). Na avaliagcéo da qualidade do
solo, deve-se, sempre que possivel, incluir tanto medidas qualitativas como
quantitativas desse importante recurso bioldgico.

A micorriza arbuscular € a mais abundante: Nicolson (1967) descreveu-a
como “uma simbiose universal das plantas”. Os FMAs colonizam a maioria das
plantas, desde Bridfitas e Pteridofitas até Gimnospermas e Angiospermas, de
praticamente todas as familias, com excegdo de algumas monocotileddbneas como
Commelinaceae, Cyparaceae e Juncaceae e dicotiledoneas como Brassicaceae,
Fumariaceae e Urticaceae (Silveira, 1992). Os FMAs pertencem a ordem
Glomales dos Zigomicetos, distribuidos em seis géneros Glomus, Gigaspora,
Acaulospora, Scle.rocystis, Scutellospora e Entrophospora.

A associacdo micorrizica proporciona beneficios & planta hospedeira (Fitter,
1991), sendo maior a contribuicdo na absor¢do e na translocacéo de nutrientes,
especialmente o P. Esta maior absorgdo de nutrientes é atribuida ao micélio
extramatricial que proporciona exploragdo de maior volume de solo (Rhodes e
Gendemann, 1975). Esse aumento na superficie de absorgdo, chegando a
explorar microambientes normalmente n&o atingidos pela raiz, é de importancia no
caso de nutrientes de baixa mobilidade no solo, como P, Zn e Cu (Mosse, 1973).

Nutrientes como o P, N, Zn, Cu e S podem ser absorvidos e translocados ao
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hospedeiro pelo fungo micorrizico (Faber, 1990; Barea, 1987 Rhodes e
Gendemann, 1980). Além disso, as plantas micorrizadas s&o, em principio, mais
resistentes & seca e a alta salinidade (Alkari et al., 1998). Outros beneficios
associados a colonizacdo micorrizica referem-se a prote¢ao da planta a patégenos
fungicos que causam doengas no sistema radicular, conferida pela competicéo
com o patdogeno pelos nutrientes disponiveis no solo ou pelo maior
desenvolvimento de uma microbiota antagdnica na “micorrizosfera”. Assim, a
presenca de FMA pode reduzir os efeitos negativos causados pela perda de
nutrientes ou matéria organica, pela estrutura adversa do solo, valores extremos
de pH ou pela presenca de patégenos (Sylvia e Williams, 1992).

Um fato importante € o possivel papel protetor contra o estresse induzido
por altas concentragées de MPs (Galli et al., 1994), observando-se resultados
controvertidos no que se refere ao efeito do fungo micorrizico na protecéo da
planta a altas concentragées de MPs. Esses estudos mostram que as micorrizas
podem tanto aumentar como diminuir a absor¢do de MPs pelas plantas. Isso
depende da concentracdo de metal presente no solo, das propriedades fisico-
quimicas do solo e da espécie de planta e de fungo micorrizico. Nesse contexto,
Heggo et al., (1990) observaram que em solos com baixas concentragbes de Zn,
Cd e Mn a soja micorrizada apresentou maior concentragéo desses elementos nas
folhas do que a soja ndo micorrizada, e que na presenca de altas concentragbes
de MPs a sua concentragdo no tecido foliar foi diminuida. Trinidade et al. (1996)
constataram uma diminuicdo dos teores de Cd e de Mn em milho colonizado por

FMA, em solo com aplicagdo de composto de lixo urbano com altos niveis de

14



metais. Bethenfalvay et al. (1989) observaram que plantas de soja, noduladas com
Bradyrhizobium japonicum e colonizadas por Glomus mosseae, quando cultivadas
em solo com alto teor de Mn apresentavam teores menores desse elemento do
que plantas n&o micorrizadas. Entretanto, plantas micorrizadas e ndo micorrizadas
mostraram correlacéo negativa entre a massa da matéria seca da parte aérea e a
concentracéo de Mn na folha. Pouco depois, Kothari et al., (1991) sugeriram que o
FMA proporciona certa tolerancia da planta a toxicidade do Mn, pois raizes das
plantas ndo colonizadas produziram maior quantidade de exsudatos que podem
reduzir o MnO, a Mn?*, forma disponivel para a planta, e dessa forma aumentar a
absorcdo do metal. Ja raizes de plantas colonizadas produziriam menor
quantidade de exsudatos, evitando a redugdo de Oxidos de Mn e com isto

diminuindo a absorcéo pela planta.

Dueck et al. (1986), estudando o efeito dos FMAs sobre o crescimento de
duas espécies de gramineas, Festuca rubra e Camalogrostis epijeos, em solo com
altos niveis de Zn, mostraram que a colonizagdo radicular reduziu os efeitos
toxicos do Zn no desenvolvimento de ambas as espécies. Outros estudos com
micorrizas ericdides constataram um claro beneficio a planta hospedeira devido ao
estabelecimento do fungo micorrizico, em solos com altos niveis de MP e elevada
acidez, relacionando esse beneficio a alta afinidade do fungo por cations metalicos

(Denny, 1995 e Bradley et al., 1981).

Nem sempre h& uma redugdo na absor¢do de MP por plantas micorrizadas.

Killham e Firestone (1983) observaram que a colonizagdo micorrizica levou a um
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aumento da toxicidade por metais na graminea Ehrarta calycina colonizada por
Glomus fasciculatum, quando cultivada em solo com pH 3, apresentando maior
absor¢do de Cu, Ni, Pb e Zn, presentes no solo em altas concentragdes. Isso
causou uma diminui¢do no crescimento em relagéo as plantas n&o colonizadas. A
absorcao de Cu, Zn e Cd, mas nao de Ni, também foi incrementada em Phaseolus
vulgaris e Zea mays micorrizados e cultivados em solos com altas concentragdes
desses metais (Guo et al, 1996). Chao e Wang (1990) verificaram que o
crescimento de milho micorrizado foi inibido quando cultivado em solo com altas
concentragcbes de Cd, indicando a baixa eficiéncia da colonizagdo na promogao do

crescimento da planta.

A eficiéncia na protecdo contra MPs difere entre isolados de fungos
micorrizicos, sendo que ecotipos tolerantes podem ser de grande importancia na
revegetacao de areas com solos contaminados com metais, ja que podem alterar
significativamente a capacidade competitiva da planta, por meio de seus efeitos no
fornecimento extra de P (Diaz et al, 1996). Gildon e Tinker (1981, 1983a)
encontraram endéfitos tolerantes ao Cd em solos contaminados com este metal,
que se mostraram eficientes na absor¢céo de P. Esses resultados s&o confirmados
por Leyval et al. (1991) e Weissenhorn et al. (1995), que demostraram que solos
poluidos por aplicagdes de lodo de esgoto com forte carga de metais e pela
deposicdo atmosférica de metais de origem industrial, respectivamente, continham
ecotipos de FMAs mais tolerantes ao Cd do que isolados oriundos de solos nao
contaminados. Ja Enkhtuya et al. (2000) observaram uma alta infetividade de

FMAs nativos de solo degradado, com altos niveis de MPs e alta acidificagcao, mas
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com pouco efeito sobre o crescimento da planta, quando comparados com FMAs
nao nativos. Shetty et al. (1995) mostraram que FMAs de solo contaminado com
Zn foram mais eficientes, no que se refere a resposta positiva no crescimento da
planta, quando esta foi cultivada em solos com altos teores de Zn, enquanto que
em solos ndo poluidos foram os FMAs n&o nativos os que mostraram maior
eficiéncia. Griffioen et al. (1994) examinaram plantas de Agrostis capillaris de
areas nao contaminadas e de areas contaminadas com Cu, Zn e Cd, encontrando
isolados tolerantes nas areas poluidas com Zn e Cd, sem, no entanto, encontrar
isolados tolerantes no solo poluido com Cu, o que indica um maior poder de

selecéo do Cu em relagéo ao Cd e Zn.

Em recente publicacéo, Leyval et al. (1997) salientam que para a obtencao
de informagdes concludentes sobre o efeito da micorriza na absorgéo de MPs se
faz necessario considerar e estimar a absorgao do metal por unidade de biomassa
ou comprimento radicular, a intensidade de colonizag&o radicular e sua atividade,
a interagdo entre metais e outros cétions, o nivel de disponibilidade dos metais,
assim como a diferenca no tamanho de plantas micorrizadas e n&o micorrizadas.
Haselwandter (1994) e Diaz e Honrubia (1995) propdem que a maior tolerancia
das plantas micorrizadas a altas doses de MPs no solo deve-se & melhor nutricéo
de P e maior producéo de biomassa. A menor concentragéo de metais em plantas
micorrizadas pode ser consequéncia do efeito de diluicdo causado pelo maior
crescimento (Plenchette et al., 1983). Nao obstante as diferencas na eficiéncia de

FMAs na absorcdo de metais, é evidente que a associagéo entre planta e fungo €
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crucial para o beneficio micorrizico em solos poluidos com metais (Medeiros et al.,

1994).

Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a prote¢do que o
fungo micorrizico oferece a planta hospedeira em uma situacdo de estresse por
MPs. Joner e Leyval (1997) pesquisaram a contribuicdo do FMA Glomus mosseae
& absorcdo do isétopo '®Cd em Trifolium subterraneum e sugeriram que hifas
extrarradiculares do fungo podem transferir o Cd presente no solo as plantas, mas
que essa transferéncia estaria restrita & imobilizagdo fungica do metal. Mais
recentemente, Turneau (1998) observou um elevado conteudo de Zn no micélio
intrarradicular de Euphorbia cyparissias obtido de solo poluido com Cd, na
Polonia. Também observou Pb nas paredes celulares epidérmicas, nos pelos

radiculares e no micélio micorrizico.

Componentes da parede celular do fungo, como celulose e quitina ou
pigmentos como a melanina localizados na parede ou na parte exterior da parede,
atuam como biossorventes de MPs, aumentando a sobrevivéncia em ambientes
sob estresse de metais (Gadd, 1993). Bradley et al. (1981) constataram que a
parede celular de Pezizella, fungo da clase Ascomycotina que forma micorrizas
em plantas ericaceas, tem uma forte afinidade por cations metalicos, o que, junto
com a maior densidade de material fungico na raiz, caracteristico deste tipo de
micorriza, pode explicar o relativo sucesso das plantas ericaceas em terras acidas
de clima temperado poluidas com MPs. Colpaert e Van Asche (1993) ja sugeriram

que o total da biomassa fungica produzida por FM, incluindo esporos, micélio
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extramatricial e inclusive biomassa morta, podem complexar metais e reduzir a
disponibilidade e toxicidade a planta hospedeira.

Outra hipbétese que explica a menor absorcdo de MPs por plantas
micorrrizadas & que no interior celular do FM pode ocorrer uma compartimentacao
do metal, ou seja, os granulos de polifosfato atuariam como forma de
armazenamento de cétions divalentes (Galli et al., 1994). Assim, Turnau et al.
(1993) localizaram Cd associado a granulos de polifosfato nas raizes micorrizadas
de Pteridium aquilinum obtidas em solo tratado com pd de Cd. Esse sequestro do
elemento téxico poderia atuar como mecanismo de filtro, j& que a concentracao de
Cd nas células do enddfito era maior que nas células do hospedeiro. Mecanismos
envolvendo interacdo de metais com compostos fosfatados tém sido descritos

também em plantas ndo micorrizadas (Heuwinkel et al., 1992).

Complexagdo de MPs no interior celular por compostos ricos em grupos
sulfidrilos foi observado por Morselt et al. (1986), em fungos ectomicorrizicos
(FEM). Esses autores utilizaram um método de coloragéo histoquimico especifico
para ligacdes dissulfidricas (SH=SH), evidenciando que a tolerancia a MP em FEM
(fungo ectomicorrizico) estaria baseada na presenca de proteinas do tipo das
metalotioneinas. Observaram que a adicdo de Cu aumentou a expresséo dos
genes que codificavam essas proteinas. Essas proteinas s&o pequenos,
polipeptideos com alto contetildo do aminodcido cisteina, auséncia de aminoacidos
aromaticos e histidina e com alta afinidade por metais, concentrando-os em forma
de tiolatos (Gadd, 1993). Este tipo de proteina tem sido encontrado em diferentes

espécies fungicas, como em Saccharomyces cerevisieae, Neurospora crassa €
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Agaricus bisporus, além de FEM (Galli et al., 1994), assim como em algas e

plantas.

Em relagcdo ao estabelecimento da associagdo micorrizica em solos
poluidos com MPs, observa-se uma tendéncia geral de diminuicao da colonizagao
micorrizica. Gildon e Tinker (1983a) observaram que a colonizagdo por FMA
diminuiu com o aumento da concentracdo de metais no solo, ocorrendo também
mudanc¢a na morfologia do micélio intemo, que se mostrou menos denso, com
hifas mais curtas e irregulares, sem ou com poucas vesiculas e arbusculos. O
estabelecimento da associagdo foi totalmente anulado em solos com pesadas
aplicacdes de metais como Cu, Zn, Ni e Cd (Gildon e Tinker, 1983 a). Del Val et al.
(1999) observaram que FMAs foram afetados pelas altas concentragbes de
metais, os quais interferiram principalmente com o crescimento do micélio externo
além de reduzir a produgdo de arbuisculos. Recentemente, Enkhtuya et al. (2000)

. Dobservaram que o crescimento do micélio extrarradicular e a atividade NADH-
diaforase do mesmo mostraram-se indicadores altamente sensiveis do estresse
causado por altas doses de metais e acidificacdo do solo. QOutros estudos
utilizando solos artificialmente poluidos com metais, seja com sais ou lodo,
mostram redugéo ou completa inibicdo da colonizagdo por FMAs na presenga de
altas doses de metais (Graham et al., 1986; McGee 1987 e Vidal et al., 1996).
Mesmo assim, tém sido constatadas altas porcentagens de colonizacdo
micorrizica em plantas de solos naturalmente poluidos com metais pesados
(Gildon e Tinker, 1981; Griffioen et al., 1994). Duek et al. (1986) confirmaram a

presenca de Festuca rubra e Calamograstis epijeos micorrizadas em dunas
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litoraneas contaminadas pela deposicao atmosférica de metais. Weissenhorn et al.
(1995) observaram que nao houve correlacdo entre disponibilidade de metais e
abundancia de FMA e que tanto a colonizacdo como o numero de esporos de
FMA eram relativamente aitos em solo com deposicdo atmosférica de Cd e Pb de

uma fundicio de Pb-Zn.

O fato de ocorrer colonizagéo micorrizica nas plantas, na maior parte das
observacgdes “in situ”, sugere uma tolerancia do FMA a contaminagéo por MPs.
Assim, diferentes autores j& mostraram a maior tolerancia de isolados de FMA
originados de locais contaminados. Del Val et al. (1999) observaram que Glomus
claroideum, isolado de parcelas de solo tratadas com lodo com altos niveis de
MPs, possui adaptacéo potencial ao aumento da concentragdo de metais no solo.
Quanto a germinacdo de esporos de FMA em solo com altas concentragbes de
Cd, Weisenhom et al. (1994, 1993) observaram que o isolado de local
contaminado foi mais tolerante as altas doses de Cd do que o isolado de local ndo
contaminado. Nesses experimentos o Cd diminuiu mais a germina¢do de esporos
do que o crescimento das hifas, uma vez germinado o esporo. A esporulagao do
FMA e a germinacdo de esporos foram mais afetadas pelo Cd do que o
crescimento das hifas, sugerindo que se deve diferenciar as concentragbes que
inibem a germinagdo do esporo daquelas que inibem o crescimento do fungo

(Babich e Stotzky, 1977 ; Ross 1982)

Atualmente a remediacdo de solos contaminados por MPs utilizando

métodos de fitorremediacdo esta assumindo grande importancia (Salt et al., 1995).
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Entre esses métodos encontra-se a fitoestabilizacdo, que tem como principio
promover o crescimento da planta para reduzir a biodisponibilidade de metais
(Leyval et al., 1997). Pode-se considerar, entdo, a fitoestabilizagdo como solugao
temporaria para o problema de contaminacéo de solos por MPs, devido ao risco
de ocorrer com o tempo uma imobilizacdo de metais na rizosfera e de
transferéncia dos metais das plantas aos animais. Por essas razdes as plantas
utilizadas nesse tipo de métodos devem imobilizar os metais nas raizes e ter baixo
acumulo na parte aérea. Por isso, plantas micorrizadas sdo de grande interesse
na remediacéo de areas degradadas com altos niveis de MP, j& que a micorriza
sequestra o metal e diminui a sua translocagéo a parte aérea (Leyval et al., 1997).
Portanto, mais trabalhos sobre interaco dos metais com microorganismos do solo
$&0 necessarios para que haja uma melhor e global compreensdo do problema. A
importancia dos fungos micorrizicos no crescimento vegetal pode ser de
relevancia na revegetagdo de areas poluidas e degradadas, fazendo com que a
recuperacéo do ecossistema se restabeleca com maior rapidez, dando espago a
outras espécies vegetais e animais. O possivel acimulo de metais por plantas
micorrizadas torna interessante o estudo com diferentes plantas e FMAs em
diferentes condigGes climéticas e tipos de solo, j& que os efeitos fisico-quimicos

sobre o sistema s&o complexos.
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2.4. Fixacdo de nitrogénio

Dos processos biolégicos de maior relevancia no meio edafico destaca-se a
fixagdo biolégica de N2 (FBN) por bactérias que formam associagdes simbiéticas
com leguminosas e com outras familias de plantas, sendo esta de grande
importancia na agricultura mundial. A FBN por leguminosas estabelece-se entre
espécies da familia Leguminosae e microrganismos do solo dos géneros

Rhizobium e Brahyrhizobium, entre outros.

A FBN pode ser negativamente afetada por niveis excessivos de diversos
MPs, sendo que a intensidade do efeito do metal pesado depende das
caracteristicas fisico-quimicas do solo, da estirpe ou isolado de rizébio e do tempo
de exposicdo ao solo contaminado (Giller et al., 1989). Esses autores mostraram
que rizébios eficientes inoculados em solos contaminados com MP né&o
sobreviveram 8 semanas ap6s a inoculagdo, quando o indculo inicialmente
colocado tinha no maximo 107 células. Maior concentragdo de células no indculo
permitiram uma nodulag&o eficiente do trevo, presumivelmente porque um numero
suficiente de células sobreviveram. Sugere-se que uma vez formados os nédulos,
os tecidos do hospedeiro protegem os bactertides da toxicidade metalica (Giller et
al., 1989; MacGrath et al., 1988 e Rother et al.,, 1983). Angle et al. (1993)
observaram que Bradyrhizobium japonicum foi mais tolerante a altas
concentragdes de Cd, Cu, Ni e Zn no meio de cultura do que espécies de
Rhizobium, o que levou a uma maior eficiéncia da simbiose B. japonicum-soja, em

solo contaminado com esses metais. Nesse contexto, Nannipiere et al. (1990)
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ressaltam que o crescimento de microorganismos “in vitro” ou no solo difere
mesmo adicionando concentragdes iguais de metais em ambos os meios de

crescimento.

Ibekwe et al. (1996) estudaram o efeito de altas concentracdes de Zn e Cd
na alfafa e seus microssimbiontes, concluindo que todos os nédulos formados
foram eficientes na FBN, sendo que o Cd foi mais téxico do que o Zn para o
rizobio e ambos tiveram maior toxicidade para a planta do que para o
microssimbionte. Ibekwe et al. (1995) mostraram a importancia do pH no efeito
dos MPs sobre o rizdbio, observando que, quando o pH se mantinha igual ou
maior que 6, a nodulagdo, a FBN e o crescimento da planta ndo eram
prejudicados, enquanto que em pHs menores havia reducdo na nodulacio, a

simbiose era ineficiente e a planta mostrava sintomas de toxicidade.

No que se refere a cepas tolerantes de Rhizobium, Chaudry et al. (1992)
obtiveram isolados de solos contaminados, que apresentaram maior tolerancia ao
Zn, Cd, Cu e Ni quando comparados com as estirpes de referéncia do laboratério,
sugerindo que os isolados que sobrevivem em solos poluidos com MP possuem
algum mecanismo néo especifico de tolerancia, como, por exempio, uma maior
excrecdo de polissacarideos extracelulares, e ndo um mecanismo especifico,

como uma bomba de efluxo de cations metalicos.

Ja desde o século passado conhece-se a associagido simbidtica tripartite
formada por leguminosas-rizdbio-fungo micorrizico e ja esta bem estabelecido o

papel das micorrizas no crescimento, nodulacao e fixagdo de N2 por leguminosas.
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Nutrientes minerais como o P, Zn, Cu e Mo, que podem limitar o crescimento do
rizobio, podem ser fornecidos pelo parceiro micorrizico (Barea e Azcon-Aguilar,
1983). Esses mesmos autores mostraram em Hedysarum coronanum que O0s
FMAs aumentaram a fixacéo biolégica de N> na mesma proporgéo que a aplicagao
de fertilizante fosfatado em 100 kg ha™, sendo que tanto as plantas micorrizadas
como as fertilizadas apresentaram concentrages similares de P na parte aérea.
Estudando essa interagdo FMA-rizébio-leguminosa, Ei-Kherawy et al. (1989), em
solo com altos niveis de MPs (Zn e Cd), concluiram que a absor¢éo de MPs foi
funcdo, em parte, do seu conteudo disponivel no solo, que por sua vez é
dependente do pH, e que a inoculagédo com FMA melhorou o estado nutricional da
planta permitindo uma maior fixagdo de N2, o que se refietiu no conteudo de N

foliar, que foi maior que em plantas n&o colonizadas pelo FMA.

Altas concentragdes de Cd, Cu, e Cr tém sido relacionadas a perda
espontanea de plasmideos simbioticos (pSym) em Rhizobium leguminosarum, o
que pode resultar na perda da capacidade de nodular, ja que genes necessarios a
nodulagdo estdo presentes nesse tipo de plasmideo (Casella et al., 1988). Esses
autores propdem que rizébios sem esse tipo de plasmideos, perdendo a
capacidade simbiética ganham resisténcia aos MPs, sugerindo a possibilidade de
uma escolha ecoldgica entre um estado livre ndo reversivel e resistente a metais e

um estado simbiético que proporciona uma resisténcia dependente da planta.
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3. Material e Métodos

Foram realizados, em condi¢des de casa de vegetacao, dois experimentos:

Experimento I:

Teve como objetivo a observacéo do efeito do pH e da inoculagdo do FMA no
crescimento e na absorg¢do de Pb pela soja, com adicdo de doses crescentes de
Pb ao solo.

Experimento II:

Teve como objetivos avaliar o efeito da adicdo de Pb ao solo e da inoculagio
de FMA 1- no crescimento, nodulagdo e micorrizagdo da soja, nutricdo mineral e
absorgc&o de Pb em dois estadios do ciclo da planta, florescimento e maturagdo do

grao, e 2 - na biomassa, atividade microbiana e atividade enzimatica do solo.

3.1. Delineamento experimental
Experimento I:

Delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 x 2 x 5,
consistindo da inoculagdo ou ndo de Glomus macrocarpum, 2 porcentagens de
saturacao por bases (V1=55% e V,=90%) e 5 doses de Pb ( 0; 7,5; 37,5; 150 e 300
mg dm™). Consideraram-se oito repeticoes, totalizando 160 vasos.

Experimento Il:

Delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 x 4,
sendo 2 estadios do ciclo da planta (florescimento e enchimento da vagem),
inoculagao ou n&o de G. macrocarpum e 4 doses de Pb ( 0, 150, 300 e 600 mg

dm™), com quatro repeticoes, totalizando 64 vasos.
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3.2. Amostragem e tratamento do solo

O solo utilizado em ambos os experimentos foi coletado na camada
superficial (0 — 20 cm), sendo classificado como um latossolo vermelho-amarelo
(Embrapa, 1999), com textura media, procedente do Nucleo Experimental de
Campinas do Instituto Agrondmico (IAC).

Apé6s andlise do solo quanto & fertilidade, o pH do solo foi corrigido com
uma mistura de hidréxido de céicio e carbonato de magnésio (P.A), com o objetivo
de atingir porcentagens de saturacao por bases de 55 e 90% da CTC do solo,
permanecendo incubado por 15 dias. Uma adubagdo basica com K, S, B, Cu, Mn
e Zn foi também realizada para permitir um crescimento adequado da planta.
Adicionaram-se as seguintes quantidades dos nutrientes: K 100; S 41; B 0,4; Cu 1,
Mn 8 e Zn 3 mg.dm™. O solo adubado foi incubado por vinte dias. Como fonte dos
nutrientes utilizaram-se K>.SO4 como fonte de K e S, HsBO3 para o B, MnCl,.4H,0
para 0 Mn, CuCl2.2H,0 para o Cu e Zn S04.7H20 como fonte de Zn e S.

O solo foi desinfestado com brometo de metila na dose de 100 mL m™, por
3 dias consecutivos, com 0 objetivo de eliminar qualquer estrutura de fungo
micorrizico nativo. A cada vaso (com capacidade de 2 L) foram adicionados 25 mg
dm™ de P, na forma de superfosfato simples. A concentracdo de Pb, adicionado
na forma de solugdo aquosa de nitrato de chumbo, variou com o experimento. No
experimento | foram adicionados O; 7,5; 37,5; 150 e 300 mg dm™ de Pb, enquanto
que no experimento |, as doses foram 0, 150, 300 e 600 mg dm™ de Pb. As doses

de Pb adicionadas foram baseadas na norma P4.230 da CETESB (1999). Uma
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amostra de cada vaso foi retirada, depois de 10 dias de incubagdo, para andlise
da fertilidade do solo e teor de Pb (Tabelas 1 e 2).

Foi realizada uma adubacao nitrogenada em cobertura, na forma de nitrato
de célcio, com 3 aplica¢des de 25, 50 e 50 mg de N por vaso, no desbaste e apds
15 e 30 dias. Levou-se em consideracdo o N ja adicionado ao solo em cada dose

de Pb, com o fim de equiparar a quantidade de N em cada tratamento.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento |,

antes do plantio da soja.

Tratamento Vv pH P Ca Mg Pb Cu Fe Mn Zn
CaC|2
Pb v Resina DTPA
mgdm”> % % — mmol,dm” mg dm™
0 VvV, 61 5.4 24 27,5 6,4 1 1,8 223 52 1,4
7.5 VvV, 63 54 24 28,9 6,7 5 2,2 23,5 52 1,5
37,5 V; 63 5.4 23 28,4 6,7 24 2,0 22,1 5,0 1,4
150 VvV, 863 5.4 23 28,3 6,8 107 1,8 22,0 4,8 1,3
300 V; 62 54 22 28,0 6,5 232 2,0 232 5,0 1,3
0 V, 82 6.5 29 48,7 10,5 1 1.7 12,4 3,0 1.4
7.5 V, 82 6.6 28 47,8 10,4 5 22 12,6 3.1 1,5
37,5 V, 82 6.6 27 48,4 10,5 24 1,8 12,7 3,2 1,3
150 V, 82 6.6 28 47 .4 10,2 107 1,9 13,0 3.1 1,6
300 V, 82 6.4 25 48,0 10,2 222 1,7 13,3 3,0 1,4

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento Ii.

Tratamento pH \") CTC P Ca Mg K Pb Fe Zn Cu

Pb CaCl, ———— resina DTPA
mg dm™ % —— mmol, dm™ mg dm’

0 57 73 67,2 24 37 9 3,2 1 21 2 1,6
150 55 68 63,1 14 32 8 3.1 102 24 1,7 1,7
300 55 67 619 11 31 8 2,9 215 25 1,5 1,8
600 53 67 62,3 17 31 8 3,3 495 26 1,5 1,7
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3.3. Preparagao do inéculo do fungo micorrizico

O indculo do fungo micorrizico empregado foi obtido pela multiplicagéo de
esporos do FMA Glomus. macrocarpum em vaso de cultivo com Brachiaria sp.,
por um periodo de 6 meses. Os clamidosporos de G. macrocarpum utilizados
procederam da colecdo de FMA do setor de Microbiologia do Solo do Centro de
Solos e Recursos Agroambientais (IAC). O indculo constou do substrato
(areia:solo, na relacéo 9:1) com esporos, pedagos de raiz colonizada e micélio. A
quantidade de esporos no indculo foi de 115 esporos por cm® de solo.

Com a intengdo de equilibrar a microbiota entre os tratamentos, o inéculo foi
lavado, peneirado (0,045mm) e filtrado em papel filtro Whatman 42 e 20 mL da

suspensao assim obtida foram dispersos nos vasos dos tratamentos sem FMA.

3.4. Preparagao do inoculo de rizébio

O inéculo de rizébio utilizado no Experimento Il foi constituido das estirpes
de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e 5080 procedentes da coleg¢do do
setor de Microbiologia do Solo do Centro de Solos e Recursos Agroambientais
(IAC). As estirpes foram cultivadas em meio liquido YMB (“Yeast Manitol Broth”), a
temperatura ambiente por 6 dias.

As sementes, previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio 25%,
foram imersas no meio de cultura com o rizébio (mistura de ambas as estirpes), 10
minutos antes da semeadura. Apés a semeadura, foram adicionados 10 mL do

meio de cultura com rizébio em cada vaso.
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3.5.

Plantio e condigcdes de crescimento da planta
Experimento I:

Foram postas 5 sementes de soja, Glycine max (L.) Merril variedade IAC-
14, por vaso, fornecidas pelo Centro de Leguminosas do IAC. Procedeu-se ao
desbaste, 10 dias apos a germinagao, deixando-se apenas uma planta por
vaso. Os vasos foram irrigados com agua filtrada e a umidade mantida em
torno de 60% da capacidade de retencdo de agua do solo. As plantas foram
cultivadas por um periodo de 60 dias.

Experimento li:

Foram postas por vaso 6 sementes da mesma variedade e procedéncia
utilizada no experimento |, para posterior desbaste deixando duas plantas por
vaso. As condigdes de irrigagio foram as mesmas do experimento |. Metade
das plantas foram cultivadas até o florescimento por 60 dias, sendo a outra
metade mantida até o enchimento das vagens (maturacdo do gréo), o que

correspondeu a 100 dias. de cuttivo apds a semeadura.

3.6. Variaveis analisadas:

No experimento | foram analisadas as seguintes varidveis: massa da

matéria seca da parte aérea da soja, o teor de Pb, P, Ca, Mg, Mn, Fe, e Zn na

parte aérea da soja e colonizag&o micorrizica da raiz.

No experimento Il foram determinadas: massa da matéria seca da parte

aérea da soja, o teor de Pb, Ca, Mg, K, N, P, S, Mn, Cu, Fe, e Zn na parte aérea

da

soja e colonizagdo micorrizica da raiz, esporulagdo do FMA, C-biomassa
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microbiana do solo, respiracéo do solo e atividade da desidrogenase, da fosfatase

alcalina e da arilssulfatase no solo.

3.6.1. Massa da matéria seca da parte aérea

Experimento |: Apos 60 dias de cultivo da soja, parte aérea e raiz foram
separadas, sendo a raiz lavada e conservada em etanol 50%. A parte aérea da
soja foi cortada a 1 cm da superficie e seca em estufa com circulagdo forgada
de ar a 60°C, por um periodo de 48 horas, para posterior pesagem.

Experimento Ill: Decorridos 60 dias da semeadura, a parte aérea da soja,
previamente separada da raiz, foi seca em estufa e pesada. As plantas que
foram coletadas ao final de um periodo de cultivo de 100 dias receberam o
mesmo tratamento que as anteriores apos a separagéo das vagens. Essas

foram contadas, secas e pesadas.

3.6.2. Numero e massa da matéria seca dos nédulos

Os noédulos das raizes das plantas do experimento Il foram destacados,
contados e secos em estufa com circulagdo forcada de ar a 60 °C por 48

horas, e pesados.

3.6.3. Pb, macro e micronutrientes na parte aérea da soja
Experimento I: Apos a pesagem da parte aérea, esta foi moida e submetida a
digestdo nitrico perclérica. Nos extratos foram determinados os teores de P,

Ca, Mg, Mn, Zn e Pb. Todos os elementos foram determinados por
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espectrofotometria de emissdo em plasma, induzido em argonio (ICP/AES),
nos laboratérios do Centro de Solos e Recursos Agroambientais do IAC.

Experimento II: As determinagbes de Ca, Mg, K, P, Mn, S, Cu, Zn e Pb foram
realizadas seguindo a metodologia utilizada no experimento I. O N total foi

determinado, pelo método Kjeldahl, apds digestao sulfurica.

3.6.4. Determinacgdo da colonizacao das raizes pelo FMA
A porcentagem do comprimento da raiz colonizada pelo fungo micorrizico foi
estimada pelo método da placa quadriculada sob microscopio esteroscopico
(Giovanetti e Mosse, 1980), ap6s a despigmentacdo da raiz com KOH (25 g L™)
e coloragdo com azul tripano (Phyllips e Hayman, 1970). O resultado foi

expresso em porcentagem do comprimento de raiz colonizada pelo FMA.

3.6.5. Esporulagao
O numero de clamidosporos do FMA produzidos foi determinado no final do
ciclo da planta pelo método de lavagens sucessivas e peneiramento Umido
(Gerderman e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em solugdo de sacarose 70%. A

contagem foi expressa em numero de esporos por 50 g de solo.

3.6.6. C-Biomassa microbiana
O carbono da biomassa microbiana foi determinado pelo método da
fumigacéo-extracdo (Vance et al., 1987). As amostras de solo fumigadas com

cloroférmio livre de etanol foram incubadas por um periodo de 5 dias a uma
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temperatura de 27 + 2°C. A extracdo do C organico do solo com K:SO4 0,5 M
(propor¢do solo:solugdo 1:4) foi realizada por agitagdo por 30 minutos em
agitador horizontal, com posterior filtragdo em papel filtro Whatman No. 42. Apds
a extracao os filtrados foram congelados a —15°C para posterior determinacao do
carbono. O C organico foi quantificado pela oxidagéo &cida com dicromato de
potassio (Joergensen, 1995). Para cdlculo do C da biomassa microbiana foi
usado um fator de correcdo, K, de 0,38. Assim, C-Biomassa = C amostra

fumigada — C amostra ndo fumigada x 0,38, expressoem ug C g ! de solo seco.

3.6.7. Respiragao do solo

O didxido de carbono liberado de amostras de 50 g de solo reagiu com NaOH
0,1 N e foi determinado por titulagdo com HCI 0,1 mol L' apés 5 — 6 dias de
incubacgdo a temperatura de 27 * 2°C, conforme Alef (1995). O CO. liberado foi
expresso em ug CO, g’ de solo dia’. O quociente metabdlico, g-CO2, que
representa a quantidade de C — CO. liberada por unidade de C — biomassa
microbiana, foi calculado segundo Anderson (1994), baseado na relagéo g h'' de

C-CO?/ ug g de C-biomassa no solo seco.

3.6.8. Atividade da desidrogenase no solo

A atividade da desidrogenase no solo foi determinada segundo Casida et al.
(1964), com algumas modificagdes. Foram pesados 5 g de solo, previamente
peneirado em peneira de malha de 2 mm, em tubo de ensaio rosqueavel de 20

mL. Adicionaram-se 5 mL de solugédo 20 g L™ de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio
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(TTC) em agua. Foi preparado um controle contendo solo e agua destitada com o
objetivo de excluir possiveis interferéncias de compostos extraiveis do solo, e um
branco contendo metanol. A mistura reatora foi agitada com agitador Vortex e
incubada em banho-maria a 37°C no escuro, por um periodo de 24 horas. A
absorbancia foi determinada por espectrofotometria a 485 nm de comprimento de
onda. Transcorrido esse tempo o TTF, formado pela redugéo do TTC, foi extraido
com 20 mL de metanol. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para
uma cubeta e realizada a leitura em espectofotometro (Micronal B34211) a 485 nm
de comprimento de onda. Realizou-se uma curva padréo usando-se as seguintes
concentragdes de trifenil formazan (TTF): 0, 3, 9, 12, 15, 18,21, 24,27 e 30 mg L~

! Os resultados foram expressos em pg trifenil formazan g™ de solo 24 horas™.

3.6.9. Atividade da arilssulfatase no solo

A determinacido da atividade da arilssulfatase foi feita conforme Tabatabai e
Bremner (1970). Pesou-se em erlenmeyer de 50 mL 1 g de solo previamente
peneirado em peneira de 2 mm, ao qual foram adicionados 250 ulL de tolueno, 4
mL de tamp&o acetato 0,5 mol L' pH 58 e 1 mL do substrato da reagéo
enzimatica, o sal p-nitrofenil sulfato de K a 0,025 mol L. Apés incubagéo a 37°C
por 1 hora, adicionaram-se 1 mL de CaCl, a 0,5 mol L e 4 mL de NaOH 0,5 mol
L' Depois de filtrada a solugdo em papel Whatman n° 2v, foi lida em
espectrofotdmetro (Micronal B342ll) com comprimento de onda de 410 nm.
Realizou-se uma curva de calibragdo contendo 0, 10, 20, 30, 40 e 50 ug de p-
nitrofenol. Utilizou-se um controle seguindo o mesmo procedimento que para as
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amostras de solo mas adicionando-se o p-nitrofenol sulfato de K apds a adi¢ao de
CaCl, e de NaOH, e imediatamente antes de filtrar a suspens&o. Os resultados

foram expressos em ug de p-nitrofenol g de solo hora™.

3.6.10. Atividade da fosfatase alcalina no solo

Esse ensaio enzimatico foi realizado segundo Eivazi e Tabatabai (1977).
Pesou-se 1 g de solo peneirado em peneira de 2mm, e colocou-se em erlenmeyer
de 50 mL, adicionando-se 200 ulL de tolueno, 4 mL de tamp&o universal
modificado pH 11 (contendo 12,1 g de tris, hidroximetil aminometano (THAM)
(11,6 g de acido maléico, 14 g de acido citrico, 6,3 g de acido bérico em 488 mL
de NaOH 1 mol L™ e diluido posteriormente a 1 L. com agua deionizada, com o pH
ajustado com NaOH 0,1 mol L"), e 1 mL de solugdo 0,025 M de p-nitrofenil fosfato
como substrato da enzima. A mistura foi incubada a 37°C por 1 hora no escuro.
Transcorrido esse tempo, adicionou-se 1 mL de CaCl; 0,5 mol L' e 4 mL de NaOH
0,5 mol L™. Utilizou-se um controle segundo o mesmo procedimento que para as
amostras de solo mas adicionando o p-nitrofenol fosfato apds a adicéo de CaCl; e
de NaOH e imediatamente antes de filtrar a suspenséo. A formagao de p-nitrofenol
foi determinada por espectrofotometria na regido do espectro de 410 nm, sendo o

resultado expresso em pg de p-nitrofenol g’ de solo hora™. Realizou-se uma curva

de calibrac&o contendo O, 10, 20, 30, 40 e 50 ng de p-nitrofenol.
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3.7. Analise estatistica:

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia, teste de Tukey de
comparagédo de meédias e analise da regress&o, utilizando-se o0 programa
estatistico SANEST (Zonta et al.,, 1984). Os dados referentes a colonizacdo
micorrizica foram transformados para arc sen (x100)"2 Os dados
correspondentes a contagens (numero de vagens, de esporos e de nédulos) foram
transformados para log (x +1). Os resultados do teste de médias através do Tukey

a 5% constam nos Apéndices.
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4. Resultados

4.1. Experimento |

Apés a aplicacdo de calcario para a elevacdo da saturacéo por bases do

solo a 55% (V) e 90% (V2), o solo apresentou valores de V% de 63 e 82%

respectivamente (Tabela 1), sendo a discussao referente a esses valores.

MS, g planta A

. @ y=-00028x+301 R*=0,697"
l y =-0,0023x +3,09 R®=0,887"
2 d.m.s 5%

D(..'ﬂ

0 50 100 150 200 250 300

Pb adicionado ao solo, mg dm™

Figura 1. Massa da matéria seca da parte aérea da soja em funcéo da dose

de Pb (® com FMA e V4=55%; sem FMA e V1=55%: Ml com FMA e V>=90%; &

sem FMA e V»,=90%). Valor do d.m.s. a 5% comparando os fatores FMA e V%

dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; ** p<0,01).

O efeito do aumento na concentragéo de Pb do solo sobre a massa da

matéria seca da parte aérea (MS) da soja foi altamente significativo para a soja

micorrizada (M) (Figura 1). Na soja M a produgéo de MS diminuiu linearmente com

o aumento da dose de Pb, ocorrendo redugéo de 27% no solo com V>, e 22% no
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com V4, comparando a dose 0 e a dose de 300 mg dm™ de Pb.

A producdo de MS da soja foi afetada significativamente pela inoculagéo do
FMA, causando um incremento de 2,3 vezes em relacdo as plantas nao
micorrizadas (NM) (Figura 1). Plantas cultivadas no solo com V; apresentaram, no

geral, um aumento de 12% na produgdo de MS em relagéo aquelas crescidas no

solo com Va.

10 2
® y=-0,0214x+213 R =0,840"

Colonizagdo micorrizica, %

0 T T 7 T —
0 50 100 150 200 250 300

Pb adicionado ao solo, mg dm?

Figura 2. Colonizagdo micorrizica em fungdo da dose de Pb (® com FMA e
V,=55%: M com FMA e V,=90%). Valor do d.m.s. a 5% comparando os fatores

FMA e V% dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; ** p<0,01).

A colonizacdo da raiz pelo FMA, Glomus macrocarpum, foi influenciada
significativamente pela saturag@o por bases do solo e pela dose de Pb adicionada
ao solo (Figura 2). Assim, a colonizagdo radicular diminuiu linearmente com a
elevagdo do nivel de Pb no solo com V; (63%), ocorrendo uma diminuic&o de 30%
se for comparado a dose O e a maior dose de Pb aplicada. No solo com o V>
(82%) a colonizago radicular ndo se alterou com a dose de Pb. No geral, plantas
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que cresceram no solo com V4 apresentaram colonizacédo 17% maior do que as

plantas no solo com V2.

Os fatores estudados influenciaram significativamente o teor de Pb da parte
aérea da planta (Figura 3.a). Tanto o teor de Pb como o Pb acumulado na parte
aérea da planta apresentaram ajustes lineares ascendentes em relagéo a dose de
Pb adicionada ao solo (Figuras 3.a e 3.b), em ambas as saturacdes por bases
estudadas. Entretanto, esse efeito foi acentuado no V; de 63%. Somente foi
observada diferenca significativa entre plantas M e NM, nas doses mais elevadas

de Pb (150 e 300 mg dm®).
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Figura 3. Teor de Pb (a) e Pb acumulado (b) na parte aérea da soja em
funcdo da dose de Pb (® com FMA e V1=55%; sem FMA e V{=55%; Bl com
FMA e V,=90%: ® sem FMA e V,=90%). Valor do d.m.s. a 5% comparando 0s

fatores FMA e V% dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; ™ p<0,01).

De forma geral, os teores de Pb na parte aérea de plantas M foram 30%



menores do que aqueles observados em plantas NM. N&do houve diferencas
significativas entre os teores de Pb observados em plantas M e NM no solo com
\l», enquanto no solo com V; tais diferencas foram altamente significativas. No

solo com V4 o teor de Pb na parte aérea da planta foi 5 vezes maior gue no com

\, (Figura 3.a).
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Figura 4. Teor de P (a) e P acumulado (b) na parte aérea da soja em funcao
da dose de Pb (® com FMA e V;=55%; sem FMA e V4=55%: @ com FMA e
V,=90%: ® sem FMA e V>=90%). Valor do d.m.s. a 5% comparando 0s fatores

FMA e V% dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; ** p<0,01).

As doses de Pb adicionadas ao solo ndo afetaram significativamente o teor
de P em nenhum dos tratamentos (Figura 4.a). De forma geral, as plantas M
mostraram valores de P 41% maiores do que aqueles observados em plantas NM
em ambas as saturacdes por bases. Dentro de cada V% as plantas M superaram
significativamente as NM (Figura 4.a). Os resultados indicam que a saturagaoc por
bases do solo foi o fator que teve maior influéncia no teor de P da parte aérea da

planta, sendo que plantas cultivadas no solo com V; apresentaram, tanto na
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auséncia como na presenga do FMA, 2,4 vezes maior teor de P do que aquele
observado em plantas cultivadas no solo com V. Somente para plantas M que
cresceram no solo com V¢ houve efeito significativo do Pb adicionado sobre a
quantidade acumulada de P na parte aérea, com efeito de tipo quadratico (Figura
4.b). Observou-se que a quantidade acumulada de P se manteve relativamente
constante até a concentracdo de 150 mg dm™ de Pb no solo, a partir dai houve
tendéncia a diminuicdo, o que causou uma reducdo de 27% no P acumulado na
parte aérea. O P acumulado na parte aérea da soja, mostrou-se significativamente
maior para plantas M, sendo, 3,5 vezes maior no solo com Vi, e 4,4 vezes maior
no solo com V- (Figura 4.b). Essa diferenca entre o P acumulado em plantas M e
NM foi significativa em todas as doses de Pb e em ambas as saturagbes por
bases. Como observado para o teor de P a saturagdo por bases que mais
favoreceu o acumulo de P na parte aérea da soja também foi V4, superando em

trés vezes o observado em V.

O teor e 0 acumulo de Ca e Mg da parte aérea da soja mostraram
respostas similares em relacdo a dose de Pb adicionada ao solo, sendo o seu
efeito ndo significativo, exceto para o Mg acumulado em plantas M na V,. Nesse
caso, o ajuste foi linear descendente, mostrando que com o aumento na dose de
Pb adicionada ao solo houve uma redugdo no Mg acumulado, que foi de 14%
entre a dose 0 e a dose maxima (Figura 5). O Ca e Mg acumulados na parte aérea
da soja foram 80 e 47% maiores, respectivamente, em plantas M. As plantas
cultivadas no solo com o V; apresentaram quantidades e teores de Ca e Mg em

torno de 2,5 vezes maiores do que em V; (Figura 5).
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Figura 5. Teor de Ca (a) e Mg (c) e Ca (b) e Mg acumulado (c) na parte
aérea da soja em fung@o da dose de Pb (® com FMA e V=55%; sem FMA e
\/1=55%: B com FMA e V,=90%; ® sem FMA e V>=90%). Valor do d.m.s. a 5%
comparando os fatores FMA e V% dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; **

p<0,01).

Quanto ao Mn (Figura 6.a) observou-se que plantas que cresceram no solo
com V. ndo tiveram o seu teor afetado pelo incremento na dose de Pb adicionado
ao solo. No entanto, plantas que cresceram no solo com Vi apresentaram

aumento do teor de Mn com o incremento da dose de Pb adicionada ao solo
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(Figura 6.a). Para plantas NM o ajuste foi linear ascendente enquanto que para
plantas M, foi quadratico ascendente. Em ambos os casos o teor de Mn na parte
aérea observado na dose de 300 mg dm™ de Pb duplicou em relagéo a dose 0. De
forma geral, observou-se que o teor de Mn na parte aérea de plantas NM foi 54%
maior. A saturacdo por bases do solo onde cresceram as plantas influenciou
significativamente o teor de Mn da parte aérea das plantas, sendo trés vezes

maior no solo com V.

O aumento na dose de Pb adicionada ao solo afetou significativamente o
Mn acumulado na parte aérea da soja M, seguindo modelo de ajuste quadratico
ascendente para plantas M e linear ascendente para plantas NM (Figura 6.b). No
geral, plantas M apresentaram um acumulo de Mn de 26% maior que as NM.
Plantas cultivadas no solo com V4 quadruplicaram a quantidade acumulada de Mn

observada nas plantas no solo com Va.

As doses crescentes de Pb adicionadas ao solo n&o tiveram efeito sobre os
teores e acumulo de Fe e Zn na parte aérea da soja (Figura 6.c; 6.d; 6.e; e 6.f).
Observou-se que nas plantas M o teor de Fe e 0 seu acumulo foram de 12 e 250%
maiores que nas plantas NM, respectivamente (Figura 6.c e 6.d). As plantas
cultivadas no solo com V, apresentaram significativamente maior acumulo de Fe,
superando em 170% as cultivadas em V; (Figura 6.d). Quanto ao teor de Zn na
parte aérea, as plantas M diferiram significativamente das NM, e de forma geral
apresentaram uma diminuicdo de 24% no teor de Zn em relagdo as plantas NM
(Figura 6.d). Nesse caso, as plantas cultivadas em V; também apresentaram

teores de Zn 3,3 vezes maiores do que as cultivadas em V..
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Figura 6. Teor de Mn (a); Fe (c) e Zn (e) e Mn (b); Fe (d) e Zn (f)
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néo significativo; * p< 0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001).
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4.2. Experimento ll

4.2.1. Crescimento da soja e associagdes simbidticas:

A adicao de doses crescentes de Pb ao solo nédo afetou significativamente a
producdo de MS da soja, em nenhum dos tratamentos realizados (Figura 7.a).
Entretanto, observou-se que foi influenciada significativamente tanto pela
inoculacéo do FMA como pela época de colheita das plantas. Assim, a inoculagéo
do FMA favoreceu a producdo de MS da planta, sendo que as plantas M diferiram
significativamente das NM e tiveram uma MS 93% maior. A diferenga entre soja M
e NM foi maior nas plantas colhidas na fase de maturacéo do gréo, com produg&o
de MS 250% maior nas plantas M (Figura 7.a). No florescimento essa diferenca foi
de 32%. Até o florescimento as plantas M e NM somente diferiram nos solos com
300 e 600 mg dm™ de Pb. J& na fase de maturagdo do grao, as plantas M
apresentaram maior crescimento em todas as doses de Pb adicionadas ao solo
(Figura 7.a). Plantas cultivadas até a maturagdo do grdo mostraram, de forma
geral, 80% maior produgdo de MS do que plantas cultivadas até o florescimento.
Para plantas NM n&o houve diferengas significativas entre a produgdo de MS no
florescimento e na maturacéo do grdo. Ja as plantas M mostraram o dobro de
producédo de MS na maturacéo do gréo (Figura 7.a).

O numero de vagens somente foi afetado significativamente pelas doses
crescentes de Pb adicionadas ao solo, nas plantas M (Figura 7.b), ocorrendo uma
diminuigéo linear, que foi de 36% na maior dose de Pb adicionada ao solo. O
numero de vagens produzidas pela soja diferiu significativamente entre plantas M

e NM, sendo 150% maior em plantas M.
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A massa da matéria seca das vagens (MSV) de plantas M e NM néo foi
afetada pelo aumento da dose de Pb. Entretanto, a produgédo de MSV foi afetada
pela inoculacdo do FMA, sendo que nas plantas M foi 400% maior que nas plantas
NM (Figura 7.c).

O numero de nddulos n&o foi alterado significativamente com o incremento
de Pb no solo (Figura 7.d). Entretanto, a adicdo de doses crescentes de Pb afetou
significativamente a massa da matéria seca dos nédulos (MSN) somente das
plantas M, ocorrendo uma diminuicdo de 53% entre a dose O e a dose de 600 mg
dm™ (Figura 7.e). Ambas as variaveis foram afetadas pela micorrizagdo, sendo
que plantas M superaram significativamente as NM, em todas as doses de Pb. Os
numeros de nédulos e MSN de plantas M foram 4 e 15 vezes maiores,
respectivamente, do que o observado em plantas NM (Figuras 7.d e 7.e).

Em relagcdo a colonizagdo radicular, a figura 8.a mostra que 0 incremento
das doses de Pb no solo afetou de forma linear e negativamente a colonizacao da
raiz pelo EMA em ambos os estadios do ciclo da planta. No florescimento, houve
uma reducgéo de 32% da colonizagdo radicular, enquanto que na maturagdo do
gréo foi de 40%, entre as dose 0 e 600 mg dm™ de Pb. A colonizagdo da raiz ndo .
diferiu significativamente entre plantas colhidas no florescimento e na maturagéo
do grao (Figura 8.a).

A esporulacédo do fungo, avaliada na maturacdo do grao, foi afetada
significativamente pelo aumento das doses de Pb no solo, ocorrendo uma
resposta linear e negativa, com reducéo de 67% entre a dose 0 e de 600 mg dm™

de Pb (Figura 8.b).
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4.2.2. Pb na parte aérea da soja

O efeito da adicdo de doses crescentes de Pb ao solo sobre o teor desse
na parte aérea da soja foi significativo para todos os tratamentos (Figura 9.a)., A
concentracdo de Pb na parte aérea da planta aumentou linearmente com o
incremento do nivel de Pb no solo, exceto para as plantas NM cultivadas até o
florescimento. Para essas o ajuste do teor de Pb na parte aérea da soja foi de tipo
quadratico (Figura 9.a).

Somente na dose de Pb de 600 mg dm™ as plantas M e NM, cuitivadas até
a maturagdo do grao, diferiram significativamente, tendo as micorrizadas teor de
Pb na parte aérea 30% menor. Nao foi observada diferenga significativa no teor de
Pb da parte aérea da soja entre as épocas de avaliagdo (Figura 9.a).

Todas as plantas, exceto aquelas M e cultivadas até a maturagéo do gréo,
apresentaram aumento do Pb acumuiado diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de Pb no solo (Figura 9.b). Nas plantas M cultivadas até a
maturag&o do grao, o acumulo de Pb aumentou seguindo um ajuste-quadratico em
relacdo ao aumento da dose de Pb no solo. Extrapolando-se a curva obtida do
ajuste da regressao, verifica-se que plantas M acumularam Pb até um patamar
obtido na concentragdo de 700 mg dm™ de Pb no solo, mantendo-se constante até
uma dose de 900 mg dm™, a partir da qual o acumulo de Pb comecaria a
decrescer (Figura 9.b).

De forma geral, observou-se que o acumulo de Pb na parte aérea de
plantas NM foi 43% menor que nas plantas M. No florescimento, as plantas M e
NM néo diferiram entre si significativamente, mas na matura¢ao do gréo diferiram,

constatando-se que o acumulo de Pb nas plantas NM foi 53% menor. Plantas M e
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NM, em ambas as épocas, ndo mostraram diferengas quanto ao Pb acumulado na
parte aérea, na dose 0. Nas demais doses de Pb adicionadas ao solo, entretanto,
as plantas M e NM mostraram diferencas significativas, havendo, no geral,
acumulo de Pb em plantas NM até 60% menor, na dose de 300 mg dm™ de Pb no
solo (Figura 9.b). Plantas coletadas na maturagéo do gréo apresentaram, no geral,

acumulo de Pb na parte aérea 80% maior do que plantas cultivadas até o

florescimento (Figura 9.b).

a)
b)

1251 ¢ y=0072x-16 R =0952™

357 ¢ y-5E.05¢ +0,0118x+ 1,11 R*=0999™ :
a0 ] ® y=00%6x-037 R'=099%"™ ldms 5% a2 @ y=0087x-14 R =099 [
v 4 y=00455¢-013 R =0995" 9 100 | 4 y=0073x+34 R?=0,988"
2 25| e y=00309+15 R =0978 o o y=-0,0002¢ +0,26x+ 1,2 Ri={=
2 20/ 2 751
i 7]
e P
a ¢ 50
T 10 s
o =
@ 25 |
- 5 1]
g
0 = T T T 1 4] T - T 1
0 150 300 450 600 0 150 300 450 600
Pb adicionado ao solo, mg dm e
= Pb adicionado ao solo, mg dm™

Figura 9. Teor de Pb (a) e Pb acumulado na parte aérea da soja (a) em
funcdo da dose de Pb (M com FMA, no florescimento; sem FMA, no
florescimento: ® com FMA, na maturacédo do gréo; A sem FMA, na maturacao do

gréo). Valor do d.m.s. a 5% comparando os fatores FMA e época dentro de cada

dose (***p<0,001).



4.2.3. Macronutrientes:

Nao houve efeito das doses de Pb adicionadas ao solo no teor e quantidade
acumulada de N na parte aérea da planta, (Figuras 10.a e 11.a). As plantas M
tiveram menor teor de N na parte aérea do que as NM. As plantas M diferiram
significativamente das NM na maturagdo do gréo, quando a soja apresentou teor
de N na parte aérea 38% menor (Figura 10.a). Entretanto, as plantas M
apresentaram acumulo de N significativamente maior, principaimente no estadio
de maturacdo do grédo (Figura 11.a). De modo geral, as plantas cultivadas até a
maturagdo do gréo mostraram teor de N 10% menor e acumulo de N 47% maior
do que plantas colhidas no florescimento (Figuras 10.a e 11.a).

Observou-se que a adicdo de doses crescentes de Pb ao solo somente
afetou significativamente o teor e o acumulo de P na parte aérea da soja M na
fase do florescimento (Figuras 10.b e 11.b), os quais tiveram ajuste de tipo
quadratico, com um pico de actmulo de P em torno de 300 mg dm™ de Pb no
solo. O teor de P na parte aérea da soja foi de forma geral 2,5 vezes maior em
plantas M do que nas NM, em ambas as épocas do ciclo da planta (Figura 10.b).
Essa diferenga foi significativa em todas as doses de Pb adicionadas ao solo. Das
duas épocas avaliadas, foi no florescimento que as plantas apresentaram
significativamente os maiores teores de P, com teor 71% maior do que o
observado em plantas cultivadas até a maturagdo do grdo. O acumulo de P das
plantas M também foi significativamente maior que em plantas NM, sendo 400%
maior no florescimento e 250% na maturagdo do gréo. De forma geral ndo houve
diferencas significativas entre o acumulo de P de plantas cultivadas até o

florescimento e até a maturagdo do grao (Figura 11.b).
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O teor e a quantidade acumulada de K da parte aérea das plantas nao
foram influenciados significativamente pelo aumento da concentracido de Pb do
solo (Figuras 10.c e 11.c). Para o teor de K, as plantas M colhidas no
florescimento superaram significativamente as NM (Figura 10.c). Ja para o
acumulo de K, (Figura 11.c), as plantas M colhidas na maturagc&o do grao diferiram
significativamente das NM, apresentando K acumulado 150% maior. O teor de K
mostrou-se, de forma geral, 15% maior em plantas colhidas no florescimento,
enquanto o K acumulado foi 57% maior na maturacéo do gréo (Figura 10.c).

Plantas NM no estadio de maturagéo do gréo, tiveram o teor e a quantidade
acumulada de Ca na parte aérea da soja afetados significativamente pela adicéo
de doses crescentes de Pb ao solo (Figuras 10.d e 11.d), sendo o ajuste linear
descendente, com reducdo, entre a dose 0 e a de 600 mg dm™ de Pb, de 30% no
teor e de 52% no Ca acumulado. O teor de Ca de plantas M no florescimento
também diminuiu significativamente com o aumento da dose de Pb. O Ca
acumulado na parte aérea de plantas M foi, no geral, 54 e 98% maior que em
plantas NM, no florescimento e maturagdo do grao, respectivamente. As plantas
colhidas na fase de maturagdo do gréo apresentaram um acumulo de Ca 56%
maior do que plantas colhidas no florescimento (Figura 11.d).

No que se refere ao efeito da elevagéo da concentragéo de Pb sobre o teor
de Mg na parte aérea da soja, observou-se que no florescimento somente foram
afetadas as plantas M, com tendéncia linear significativa, diminuindo 13% com o
aumento da concentracdo de Pb no solo (Figura 10.e). Ja na maturagdo do gréo,
constatou-se que o efeito do Pb foi significativo s6 para plantas NM, sendo

quadratico com ponto de minimo na concentragdo de 480 mg dm™ de Pb,
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mantendo-se relativamente constante a partir deste ponto (Figura 10.e). Entre a
dose O e o ponto de minima houve um decréscimo de 30%. As doses crescentes
de Pb adicionadas ao solo afetaram significativamente o Mg acumulado na parte
aérea somente nas plantas NM cultivadas até a maturagao, apresentando ajuste
linear descendente, reduzindo-se 50% na maior dose de Pb adicionada ao solo
(Figura 11.e).

No florescimento, o teor de Mg de plantas M e NM né&o diferiu entre si;
entretanto, na fase de maturacdo do grdo, as plantas M diferiram
significativamente das NM, apresentando teor de Mg na parte aérea 50% menor
(Figura 10.e). As plantas M apresentaram, de forma geral, acimulo de Mg 52%
maior do que plantas NM. As plantas M diferiram significativamente das NM, de
forma mais acentuada na maturagdo do grdo, quando as plantas M tiveram
acumulo de Mg na parte aérea 60% maior (Figura 11.e). No florescimento, as
plantas tiveram teor de Mg 20% maior do que plantas na fase de maturacdo do
grao (Figura 10.e). Entretanto o acumulo de Mg na parte aérea foi 40% maior na
fase de maturacao do grao do que no florescimento (Figura 11.e).

A analise da regressdo para o teor de S na parte aérea com o aumento da
dose de Pb no solo somente foi significativa para as plantas M cultivadas até o
florescimento (Figura 10.f). O ajuste da curva foi do tipo quadratico ascendente,
com pico de absor¢do na dose de 300 mg dm™ de Pb. Ja o acumulo de S de
plantas NM cultivadas até o maturagdo do gréo diminuiu proporcionalmente com o
aumento da dose de Pb no solo (Figura 11.f), ocorrendo uma reducéo de 40%

entre a dose 0 e de 600 mg dm™ de Pb.
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O teor de S na parte aérea da soja M foi de forma geral maior que o
apresentado pela soja NM (Figura 10.f), sendo que essas plantas somente
diferiram significativamente na fase de florescimento, na qual as plantas M tiveram
teor de S 38% maior do que as NM. Quanto ao S acumulado, as plantas M
diferiram significativamente das NM, em ambos os estadios do ciclo da planta,
sendo que as plantas M acumularam 150% a mais de S (Figura 11.f). As plantas
cultivadas até a maturagdo do grdo apresentaram maior acumulo de S, com um

aumento de 69% em relagéo as plantas cultivadas até o florescimento Figura 11.f).

4.2.4. Micronutrientes

Tanto o teor quanto o acumulo de Fe em plantas NM colhidas na maturagéo
do gréo tiveram uma diminuigéo linear significativa com o aumento do nivel de Pb
do solo (Figuras 12.a e 13.a), que foi de 49% e de 67%, do teor e acumulo de Fe
respectivamente, entre a dose 0 e a de 600 mg dm™. Nos demais tratamentos,
essas variaveis ndo se alteraram significativamente com ¢ incremento da dose de
Pb adicionada ao solo.

O teor de Fe de plantas NM colhidas na maturagdo do grdo foi
significativamente maior do que em plantas M, enguanto o acumulo de Fe néo
mostrou diferengas significativas entre plantas M e NM em nenhum dos estadios
do ciclo da planta avaliados (Figura 12.a). A diferenca de médias para o fator
época somente foi significativa para plantas NM, as quais apresentaram teor de Fe
na maturagdo do grdo 67% maior. O acumulo de Fe duplicou na fase de
maturacg&o do grao tanto para plantas M quanto NM (Figura 12.a).

Para todos os tratamentos o efeito do incremento do nivel de Pb sobre o
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teor e o acumulo de Mn na parte aérea da soja foi significativo, com ajuste do tipo
quadratico (Figura 13.b), com ponto de méximo em torno de 340 mg dm™ de Pb
no solo, diminuindo a partir dessa dose. De um modo geral, a teor de Mn na parte
aérea da soja M somente diferiu da NM na maturagdo do gréo, sendo que nas
plantas NM houve teor de Mn 53% maior (Figura 12.a). A quantidade acumulada
de Mn em plantas M foi significativamente maior do que a apresentada por plantas
NM, em ambas as épocas de avaliagdo sendo 48% e 60% maior do que nas
plantas NM no florescimento e na maturagdo do grao, respectivamente (Figura
13.a). O teor de Mn ndo se mostrou significativamente diferente entre plantas
cultivadas até o florescimento e aquelas colhidas na maturagéo do grao (Figura

12.a).
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Figura 12. Teor de Fe (a); Mn (b); Cu (c) e Zn (d) na parte aérea da soja em
funcdo da dose de Pb (M com FMA, no florescimento; sem FMA, no
florescimento; ® com FMA, na maturacdo do gréo; A sem FMA, na maturagéo do
gréo). Valores de d.m.s. calculados a 5% comparando os fatores FMA e época

dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; * p< 0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001).

Entre a dose 0 e a maxima de Pb adicionada houve diminuigéo linear e
significativa de 51 e 67% no teor e no acumulo de Cu na parte aérea das plantas
NM na fase de maturacdo do grdo. Plantas M cultivadas até o florescimento
tiveram o actimulo de Cu da parte aérea afetado pelo aumento da dose de Pb. O

ajuste foi de tipo quadratico com ponto de maxima na concentracdo de 367 mg
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dm™ de Pb (Figura 12.c). O teor de Cu de plantas NM foi maior na maturagéo do
grao, enquanto que o de plantas M foi significativamente maior no florescimento,
com uma diferenga de 56% em relagdo a maturagdo do grdo (Figura 12.c). O
acumulo de Cu foi de forma geral 78% maior em plantas M do que nas NM, sendo
36% maior na fase de maturacao do grao (Figura 13.c).

Observou-se que o incremento de Pb no solo afetou significativamente o
teor de Zn da parte aérea somente em plantas M colhidas no florescimento, de
forma linear ascendente, com um incremento de 55% entre a dose O e a dose de
600 mg dm™ de Pb no solo (Figura 12.d). Plantas M na fase do florescimento e
plantas NM na maturagcdo do grdo tiveram o acumulo de Zn alterado pelo
incremento das doses de Pb no solo (Figura 13.d). Por um lado, plantas M no
florescimento apresentaram um aumento significativo e linear do Zn acumulado na
parte aérea, que foi de 63% entre a dose 0 e a de 600 mg dm™ de Pb. Por outro
lado, 0 Zn acumulado em plantas NM crescidas até a fase de matura¢do do gréo
diminuiu, significativa e linearmente, 55% entre a dose 0 e a maxima aplicadas
(Figura 13.d). A diferenca entre o teor de Zn da parte aérea de plantas M e NM
cultivadas até o florescimento somente foi significativa na dose de Pb mais alta,
com teor desse metal duas vezes maior em plantas M. Na maturagéo do gréo néo
foram encontradas diferencas significativas entre elas (Figura 12.d). Ja o acumulo
de Zn da parte aérea foi afetado significativamente pela inoculacdo do FMA,
principalmente na fase de maturacdo do grao, quando a soja M teve acumulo de
Zn 72% maior do que soja NM. A quantidade acumulada de Zn foi maior em
plantas colhidas na maturacdo do gréo, havendo, no geral, quantidade do

elemento 75% maior (Figura 13.d).
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Figura 13. Acumulo de Fe (a); Mn (b); Cu (c) e Zn (d) na parte aérea da soja
em funcdo da dose de Pb (M com FMA, no florescimento; sem FMA, no
florescimento: ® com FMA, na maturagdo do gréo; A sem FMA, na maturacao do
grao). Valores de d.m.s. calculados a 5% comparando 0s fatores FMA e época

dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; * p< 0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001).
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4.2.5. C-Biomassa microbiana e respira¢ao do solo

O carbono da biomassa microbiana do solo foi influenciado negativamente
pelo aumento na concentracdo de Pb no solo somente nos tratamentos com
inoculacdo do FMA, independentemente da época de avaliagdo (Figura 14.a) O
solo com indculo do fungo obtido no florescimento da soja, teve o C-biomassa
reduzido significativamente e de forma linear com o aumento da dose de Pb no
solo, com uma diminuicéo de quase 60% entre a dose 0 e de 600 mg dm™ de Pb.
Solo com indculo do FMA e coletado na maturacéo do grdo tambem teve
diminuicdo significativa desta variavel, sendo que o methor ajuste foi o tipo
exponencial, diminuindo drasticamente de 326,2 na dose 0 a 51,4 ug de C g'1 de
solo na dose de 600 mg dm™ de Pb . Nos solos onde n&o houve inoculagéo do
FMA, o C-biomassa néo se alterou significativamente com a adi¢éo de Pb ao solo
(Figura 14.a).

O carbono da biomassa microbiana do solo com FMA coletado no
florescimaenta_da planta_ ndo diferiu significativamente do solo sem FMA
amostrado nesta mesma fase do ciclo da planta. No estadio da maturagédo do
grao, o solo com inéculo do FMA diferiu significativamente do solo sem FMA
somente no solo sem adicdo de Pb (Figura 14.a). Observou-se, também, que o
solo coletado no florescimento da planta teve C-biomassa microbiana 32% maior
do que o solo coletado na maturag@o do gréo (Figura 14.a).

Quanto a respiracéo do solo, avaliada pela liberagéo de CO-, foi observada
influéncia significativa dos trés fatores em estudo, inoculagdo do FMA, época de

colheita da planta e da adi¢do de Pb ao solo (Figura 14.b). O efeito do aumento do
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nivel de Pb no solo sobre a respiragdo do solo foi significativa no solo sem FMA
coletado no florescimento e no solo com FMA coletado na maturagéo do grao da
soja (Figura 14.b). A analise da regressao indicou que a liberagado de CO; do solo
diminuiu linearmente com o aumento da concentragdo de Pb no solo, com redugéo
de 30% no solo sem FMA e no florescimento, e de 49% no solo com FMA e na
maturacéo do gréo, comparando-se a dose O e a de 600 mg dm™ de Pb. No solo
com inéculo de FMA amostrado no florescimento e sem indculo de FMA, coletado
na maturacdo do gréo, a respiragdo do solo ndo variou significativamente com o
aumento da dose de Pb no solo (Figura 14.b). O solo que teve inoculagdo do FMA
mostrou no geral 37% maior liberacdo de CO, do que o solo no qual ndo foi
inoculado o fungo. A liberacéo de CO» do solo foi significativamente maior (50%)
no florescimento do que na maturagéo do grao (Figura 14.b).

A andlise da variancia dos dados obtidos para o0 quociente metabdlico, g-
CO., indicou que ndo houve efeito significativo nem da época de coleta do solo
nem da inoculagédo do FMA. O efeito do Pb, entretanto, mostrou-se altamente
significativo (Figura 14.c). Assim, a analise da regressdo mostrou que o0s
tratamentos com e sem indculo do FMA coletado na maturagdo do grao da planta
tiveram ajuste quadratico ascendente, com um pico ao redor da dose de 300 mg
dm™ de Pb (Figura 14.c), diminuindo a partir desse ponto. Essa diminuicéo foi
mais acentuada para o solo sem inéculo de FMA. Nos solos com e sem inéculo de
FMA coletados no florescimento ndo houve efeito significativo do incremento das

doses de Pb adicionadas ao solo.
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dentro de cada dose (n.s: ndo significativo; * p< 0,05; ** p<0,01 e ***p<0,001).
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4.2.6. Atividade enzimatica do solo:

A andlise da regressdo indicou que solo com FMA coletado no
florescimento foi o Unico que teve a atividade da desidrogenase afetada
significativamente pelo incremento do nivel de Pb do solo, diminuindo linearmente
com o aumento do metal, com uma reducdo de 27% entre a dose minima e
méaxima de Pb adicionadas ao solo (Figura 15.a). O solo sem inoculag&o de FMA
apresentou, de forma geral, atividade da desidrogenase 15% maior do que o solo
com indéculo de FMA (Figura 15.a).

A atividade da enzima no solo coletado no florescimento diferiu
significativamente do obtido na fase de maturagéo do gréo, independentemente da
inoculagdo ou ndo do FMA, apresentando uma atividade 38% maior (Figura 15.a).

Observou-se efeito significativo do aumento da dose de Pb sobre a
atividade da fosfatase alcalina do solo em todos os tratamentos exceto para o solo
sem inoculacdo do FMA coletado no florescimento, no qual a atividade n&o se
alterou significativamente com o aumento da dose de Pb no solo (Figura 15.b).
Para os demais tratamentos, o melhor ajuste foi o de tipo exponencial, com
diminuicdo da atividade em torno de 50% até uma concentracéo de 400 mg dm?
de Pb, mantendo-se constante a partir deste ponto (Figura 15.b). A atividade da
fosfatase foi significativamente maior no solo com FMA coletado no florescimento,
nas doses 0 e 150 mg dm™ de Pb, com atividade 27% maior do que no solo sem
FMA. Na fase de maturacao do grao, ndo houve diferenga significativa entre o solo
com e sem inoculo do FMA (Figura 15.b).

O incremento da dose de Pb no solo causou diminuicdo da atividade da

arilssulfatase no solo coletado no florescimento (Figura 15.c). O solo sem indculo
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de FMA mostrou redugdo significativa linear da atividade desta enzima com o
aumento da dose de Pb no solo, que foi de 25% na dose maxima de Pb aplicada.
No solo com FMA houve diminuicdo com ajuste quadratico, com ponto minimo
numa concentracdo de Pb de 400 mg dm™ de Pb, havendo reducédo de 32% da
atividade da arilssulfatase, em relagdo ao solo sem adicdo de Pb. Nos solos
coletados na maturagéo do grao nao houve influéncia do Pb sobre a atividade
desta enzima (Figura 15.c).

No solo coletado na maturagdo do grédo, a atividade da arilssulfatase foi
significativamente maior quando houve inoculagdo do FMA, apresentando uma
atividade 30% maior que a do solo sem FMA. No florescimento, os solos com e
sem FMA nao diferiram entre si (Figura 15.c). A atividade da arilssulfatase nos
solos com FMA foi significativamente maior na fase de maturagdo do gréo do que
no florescimento, havendo um incremento de 20% na atividade da enzima (Figura

15.c).
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(e) no solo (M com FMA, no florescimento;

sem FMA, no florescimento; @ com

FMA na maturacdo do gréo; A sem FMA, na maturag&o do gréo). Valores de

d.m.s. calculados a 5% comparando os fatores FMA e época dentro de cada dose

(n.s: ndo significativo; * p< 0,05; ** p<0,01 e **p<0,001).



5. Discussao

5.1. Experimento |

O fato de os FMA estarem associados a maioria dos cultivos de importancia
econdmica beneficiando o crescimento e a produgéo das plantas, ja € bastante
conhecido. Os resultados obtidos permitiram mais uma vez, constatar os efeitos
altamente significativos da inoculagéo de FMA sobre o crescimento da soja (Figura
1), que € uma planta micotréfica (Cardoso, 1985). Dessa forma, a soja M mesmo
na presenga de doses elevadas de Pb, apresentou teores de P (Figura 4) e
quantidades acumuladas de Ca, Mn, Fe e Zn superiores as da soja NM (Figuras
5b; 6.b; 6.d e 6.f). Tal fato pode ser devido a maior exploracdo do solo pelo
sistema radicular colonizado por FMA que aumenta a absorgdo de nutrientes
(Buwalda et al., 1983), o que pode ter se refletido no maior crescimento da planta
M. A producido de MS correlacionou-se significativamente (p<0,05) e
positivamente com a colonizagdo micorrizica (r=0.67), o que pode explicar, pelo
menos em parte, 0 aumento na absorgdo de nutrientes. Os resultados mostraram
que houve correlagao significativa (p<0,05) e positiva entre a produgdo de MS e o
teor de P (r=0,49) e a quantidade acumulada de P (r=0,77), Ca (r=0,65), Mg
(r=0,58), Fe (r=0,68) e Zn (r=0,56), e correlagdo negativa com a quantidade

acumulada de Cu (r=-0,85).

O efeito da adi¢do de doses crescentes de Pb sobre a produgao de MS da
soja foi significativo somente nos tratamentos que receberam inoculacéo do FMA,

ocorrendo interagdo negativa entre concentragéo de Pb no solo e inoculagéo do
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fungo micorrizico (Figura 1). Observou-se, assim mesmo, correlagéo significativa
(p<0,05) e negativa (r=-0,42) entre o teor de Pb na parte aérea e a producio de
MS. Heggo et al. (1990) observaram que a produgio de MS da soja foi afetada
negativamente pela concentragcéo de Zn, Cd e Mn no solo, e positivamente pela
inoculagé&o de FMA. Diaz et al. (1996) observaram inibigao da producéo de MS em
Anthyllis cytisoides micorrizada, quando da adig&o de altas concentracbes de Pb e
Zn ao solo (até 1000 mg dm™), enquanto que nas plantas NM n&o foi observado
este efeito inibitdrio, apesar de estas terem crescido consideravelmente menos do
que as plantas M. Siqueira et al. (1999), estudando o efeito da micorrizacdo de
mudas de espécies arbéreas em solo contaminado com Pb, Cd, Cu e Zn,
observaram que houve uma forte redugdo do crescimento com o aumento da
contaminagao, tanto de plantas M quanto de NM. Entretanto, Enkhtuya et al.(2000)
observaram que vérios isolados de FMA, nativos e ndo nativos de solos
degradados com altos niveis de metais e alta acidificagdo, ndo estimularam o
crescimenta das plantas, quando comparado com o controle sem micorriza. Os
autores explicam que isto poderia ser atribuido ao desequilibrio custo-beneficio da
simbiose micorrizica nos solos contaminados estudados ou & maior absorgdo de

metais pesados por plantas M.

Apesar de a colonizagdo da raiz pelo FMA n&o ter sido alta, em torno de
20%, o que pode ter ocorrido em consequéncia de certa compactagéo do solo no
vaso, os resultados de nutricdo da planta e de producido de MS foram afetados
significativamente pelo estabelecimento da micorriza, o que confirma o fato, ja

bem estabelecido, de falta de correlag@o entre abundancia de colonizagio e efeito
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da simbiose.

Nas condigdbes experimentais especificas do presente trabalho ficou
evidente o efeito benéfico da micorriza sobre o crescimento da planta, mas
também a sensibilidade da simbiose micorrizica ao excesso de Pb no solo.
Concentragcdes maiores de Pb no solo provavelmente provocariam reducgdes
importantes no crescimento da planta, assim como um maior custo para a

manutencao da simbiose podendo, inclusive, alterar seu carater mutualistico.

A saturagdo por bases de 63% (V4) foi a que mais favoreceu o
estabelecimento do fungo na raiz e a produ¢do de matéria seca da soja (Figura 2),
0 que, provavelmente, esteja relacionado as melhores condi¢des rizosféricas da
soja nessa saturagdo por bases. Essa saturagéo por bases é a recomendada para
a cultura da soja (van Raij et al. 1996). Ao contrario, El-Kerbawy et al. (1989)
obtiveram aumento significativo da colonizagdo micorrizica da leguminosa
Medicago sativa com a elevagéo do pH (de 6,0 a 7,2) de solo contaminado com Zn
e Cd. No solo com V; (63%) a colonizagdo sofreu uma forte redugdo com o
incremento da dose de Pb adicionada ao solo (Figura 2), o que pode estar
relacionado a uma maior disponibilidade do Pb, devido ao menor pH do solo,
mesmo que o extrator DTPA n&o tenha refletido diferenga na disponibilidade do Pb
no solo (Tabela 1). Geralmente, o efeito maléfico do metal € mais intenso em solos

com baixos valores de pH, devido a sua maior solubilidade.

A reducdo na colonizagdo relacionada a niveis excessivos de metais

pesados no solo tem sido amplamente relatada na literatura (Gildon e Tinker,
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1983; El-Kerbawy et al., 1989 e Siqueira et al., 1999). Nao se constatou,
entretanto, correlagado significativa entre o teor e acimulo de Pb na parte aérea da
soja com a coloniza¢do micorrizica. Isto pode significar que houve um efeito direto
do Pb sobre os propagulos infectivos do FMA e/ou que o Pb absorvido e
acumulado no sistema radicular interferiu negativamente no estabelecimento da
associacdo. Nesse aspecto, Nogueira (1996) explica que varios metais mostraram
efeito fungitoxico, reduzindo a germinagdo de esporos, o crescimento micelial, a
abundancia de arbusculos e conseqientemente a colonizagdo da raiz de plantas
crescendo em solos com excesso de metais. Dessa forma, a diminuicdo da
colonizag&o pode acarretar prejuizos para a simbiose, que tanta relevancia tem na

nutricdo de plantas, especialmente em condi¢cbes de estresse.

Tem sido observado que diferentes ecotipos de FMAs mostram diferentes
graus de tolerancia ao excesso de metais no solo (Gildon e Tinker, 1983, Del Val
et al. 1996; Weissenhorn et al., 1993; Shetty et al., 1995). Portanto, a presenca de
alta colonizagdo micorrizica em plantas de area poluida com metais poderia
indicar a tolerancia dos fungos micorrizicos, assim como funcionalidade da
simbiose em condicdes de estresse metalico. Ecotipos isolados de locais
contaminados com metais tém se mostrado mais eficientes na colonizacdo de
plantas de solos com esse tipo de estresse do que isolados de referéncia obtidos

de solos n&o contaminados (Nogueira, 1996).

Enkhtuya et al. (2000) sugerem outros indicadores para a avaliagdo do
efeito de solos poluidos com metais pesados sobre a micorrizagdo, como o

crescimento do micélio extramatricial e a atividade NADH diaforase, os quais
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poderiam refletir melhor o efeito das altas concentragcdes de metais sobre o
estabelecimento e funcionamento da micorriza do que a avaliagéo da colonizagéo

intrarradicular peio FMA.

Apesar do crescente interesse em se determinar o papel de FMAs em
ambientes com concentracdes potenciaimente téxicas de elementos metalicos, os
resultados da literatura mostram grande divergéncia, evidenciando-se tanto a
diminuicdo quanto o aumento na absorcao de metais, ocorrendo ou n&o protecéo
da planta do efeito prejudicial desses metais. Estudos ecofisiolégicos sobre o
mecanismo de tolerancia e adaptacéo de FMAs a esse tipo de estresse sdo de
grande importancia devido ao potencial de uso da inoculagédo de FMA na pratica
de revegetacdo de solos degradados, assim como a contribuicdo desse tipo de
estudo ao entendimento da ecologia e funcionalidade dessa importante simbiose

em ecossistemas degradados.

Quanto a absor¢do de Pb pela planta, observou-se que a saturagédo por
bases foi o fator que mais afetou o teor de Pb na parte aérea da soja,
provaveimente devido a influéncia sobre o pH do solo, o qual influenciou a
disponibilidade de Pb para as plantas. O teor de Pb na parte aérea da planta foi
maior no V; de 63%,e pH em torno de 5,4, do que no V; de 82%, pH de 6,5

(Tabela 1).

Os teores de Pb na parte aérea da soja estiveram diretamente relacionados
com o aumento da dose de Pb adicionada ao solo. Nas doses de 150 e 300 mg

dm™ de Pb e no solo com V4, os teores de Pb na parte aérea da soja excederam
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substancialmente valores considerados fitotéxicos (10-20 mg kg™') e zootdxicos
(10-30 mg kg") (Sauerberk, 1982), ultrapassando os limites maximos permitidos
em alimentos de origem vegetal (0,5 mg kg') (ABIA, 1998). Os resultados
sugerem que a colonizag&o micorrizica ndo protegeu a planta da acumulagéo de
Pb, ja que soja M crescendo no solo com as doses mais altas de Pb apresentou
teores toxicos de Pb na parte aérea. Entretanto, observou-se que o teor de Pb da
parte aérea da soja M foi menor (32%) do que observado em soja NM, no V de
63%, nao ocorrendo, em nenhum dos casos, efeito visual de toxicidade de Pb.
Esses resultados, corroboram os de Ei-Kerbawy et al. (1989) e Heggo et al. (1990)
que observaram que a coloniza¢do da soja por FMAs reduziu a concentracéo de
metais na planta em solo com altos niveis de metais e sugeriram que o efeito do
FMA na absorgéo de metais depende da sua disponibilidade no solo. Bradley et al.
(1982) também observaram diminuicdo do teor de metais pesados causada pela
colonizagdo micorrizica, e propuseram que o conjunto de hifas do fungo fornece
superficies adsortivas dentro das células corticais do hospedeiro, evitando dessa

forma a translocacéo para a parte aérea.

Leyval et al. (1991) observaram que o contetido de Zn, Cu e Pb do milho
diminuiu com a colonizagdo micorrizica nos solos mais fortemente poluidos, mas
nao nos solos com menor indice de poluicdo metalica; fungos indigenas de local
poluido com lodo foram menos sensiveis em relagdo aos de local nao poluido,
sugerindo que FMAs de solos poluidos por lodo com excesso de metais adquirem
tolerancia ao excesso de metais. Diaz e Honrubia (1995), da mesma forma,

utilizando populagées de FMA nativos observaram que o Pb foliar de Anthyllis
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cytisoide micorrizada diminuiu em relagdo as plantas NM, crescendo em solo
contaminado com Pb. Entretanto, Killham e Firestone (1983) observaram um
aumento no teor de Pb de plantas M, em solos com altos niveis desse metal e em

condi¢des acidas.

Os resultados obtidos para o P na parte aérea corroboram o importante
papel dos fungos micorrizicos na absorgdo deste elemento pela planta. O P foi o
gnico macronutriente avaliado que nao sofreu efeito de diluigdo causado pelo
maior crescimento da planta M (Figura 4), apresentando maior teor e acumulo de
P. A reducdo do P acumulado na parte aérea de plantas M, na menor das V%,
com o incremento do nivel de Pb, poderia sugerir uma perda de eficiéncia da
associacdo micorrizica nas mais altas doses de Pb adicionadas ao solo,
diminuindo a absorgéo de P e reduzindo a producdo de MS do hospedeiro (Figura
4.b). Isso foi confirmado pela correlagéo positiva entre produgéo de MS e o teor e

acumulo de P, como ja discutido.

Apesar disso, as plantas M mantiveram relagées P/Pb maiores, em torno de
30%, do que as observadas em plantas NM. A diminuigdo da relagdo P/Pb com a
adicdo de doses crescentes de Pb no solo foi menor em plantas M, e na maior das
saturacdes por bases estudadas. Assim, no V; (63%) a redugéo da relagéo P/Pb
com o aumento do Pb no solo foi 60 e 30 vezes menor, em plantas M e NM,
respectivamente, comparando-se a dose maxima de Pb e a dose 0. Isso pode
indicar certa protecido da associagcdo micorrizica a planta, em condigbes de
estresse por excesso de metal no solo. A planta M apresentou maior acumulo de

P além de um menor teor de Pb na parte aérea Figura 4.a e 3.a). Assim, a soja M,
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devido a melhor nutricdo fosfatada, cresceu mais do que a soja NM, diluindo a
concentracio de Pb nos tecidos, o que reduziu os possiveis efeitos toxicos desse

elemento na planta, principalmente na V de 63%.

Diaz et al. (1996) sugeriram que o melhor estado nutricional, sobretudo no
que se refere ao acumulo de P na parte aérea da planta M, alivia os sintomas de
toxicidade causada pelo excesso de metais nos tecidos. Isso tem como
consequéncia maiores relagées P/metal em plantas com o microssimbionte. Shetty
et al. (1995) observaram, também, que plantas M eram capazes de manter uma
relacdo P/Zn, maior do que plantas NM, em solo com altos niveis de Zn (500 mg
kg"), sugerindo que o P fornecido pelo FMA atenuou a toxicidade do Zn e
aumentou a tolerancia da planta. Van Stevenick et al. (1987) propéem um
envolvimento direto do P na neutralizacdo de Zn, formando fitato de Zn, ou
indiretamente fornecendo energia metabdlica, na forma de ATP, para a
compartimentalizacgdo do Zn em vacuolos celulares (Davis et al, 1991). No

presente experimento um mecanismo semelhante pode ter sido responsavel pela

diminuicdo dos efeitos toxicos do excesso de Pb nas plantas M.

Tanto o teor quanto o acumulo de Ca, Mg, Fe, Zn, e Mn na parte aérea da
soja foram afetados pela inoculagdo do FMA e pela V% do solo. Entretanto, esses
resultados foram pouco uteis na explicagao do efeito do incremento do nivel de Pb
no solo sobre a planta, tendo ocorrido aumentos significativos na menor das
saturagdes por bases (Figuras 5 e 6). O teor e 0 acumulo de Mn na parte aérea da
planta foram afetados pelo aumento do Pb no solo, aumentando significativamente

com o incremento da dose de Pb adicionada ao solo na V¢ de 63% (Figuras 6.a e
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6.b). O Mn extraivel pelo DTPA nao variou com o aumento do teor de Pb no solo
(Tabela 1), sugerindo que o aumento de Mn na parte aérea pode ter sido devido a
uma mudanca no padréo de translocagéo do Mn da raiz para a parte aérea. O teor
e o Mn acumulado na parte aérea da soja correlacionaram-se com o teor e o
acumulo de Pb, de forma positiva (r = 0,79 e 0,71, respectivamente) e significativa

(p<0,01), confirmando esse possivel efeito do Pb na absorgéo do Mn.

Varios trabalhos tém constatado aumento no teor de nutrientes, além do P,
como conseqiéncia da colonizagdo micorrizica (Pacovsky, 1986, Kothari et al.,
1990, Thomson, 1990). Tal fato ndo foi constatado no presente experimento. Em
termos gerais, plantas M tiveram menores teores de Ca, Mg e Zn do que plantas
NM, sendo que somente o Fe mostrou maiores teores em plantas M. Ja foi
sugerido por Plenchette et al. (1983) que o aumento do teor de um nutriente pode
estar simplesmente relacionado com o requerimento especifico dele pela planta.
Também sugerem que a queda no teor de varios elementos minerais em plantas
M pode ser devido ao efeito de diluigdo causado pelo maior crescimento, o0 que
pode se refletir em quantidades acumuladas de um determinado elemento

similares em plantas M e NM.

Os resultados mostraram que os efeitos do estresse causados pelo excesso
de Pb no solo podem ser parcialmente amenizados pela inoculaggdo de FMA ou
pelo aumento da V% do solo, para a soja. O papel da micorriza mostrou-se de
especial relevancia na menor V%, reduzindo significativamente os teores de Pb na
parte aérea da soja. Sugere-se que o melhor estado nutricional, assim como a

possivel imobilizagdo do metal no micélio e raizes colonizadas pelo FMA
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reduziram as concentrages de Pb na planta quando comparadas com plantas
NM. A maior relagéo P/Pb de plantas M pode estar relacionada também com uma
maior tolerancia das plantas ao excesso do metal. O efeito direto do metal no
micossimbionte poderia reduzir a eficiéncia da simbiose, provocando diminuicido
do crescimento e/ou sintomas de fitotoxicidade. O incremento do pH do solo
reduziu a disponibilidade de Pb no solo, enquanto que a inoculagdo do FMA,
provavelmente, causou imobilizagdo do metal na parede celular das hifas,
reduzindo a quantidade translocada para a parte aérea da planta. A maior
quantidade de P absorvida por plantas M estimulou o crescimento da planta,
protegendo-a indiretamente da toxicidade do Pb. Mesmo assim, a redugdo do
crescimento de plantas colonizadas por FMA pode estar relacionada com o efeito
deletério do Pb diretamente sobre o fungo, afetando o bom funcionamento da
simbiose e resultando em uma diminui¢do do crescimento do hospedeiro, devido,

possivelmente, ao desequilibrio na relagéo custo - beneficio entre os simbiontes.

5.2. Experimento Il

5.2.1. Estabelecimento das simbioses e resposta da planta

A producéo de MS da soja nas condigbes do experimento ndo foi afetada
pela adicdo de Pb ao solo. Nem mesmo nas mais altas concentragcdes de Pb no
solo foram observados sintomas de toxicidade devido ao excesso de Pb (Figura
7.a). Esses resultados contrariam o esperado, pois sabe-se que 0 excesso de
metal pesado pode afetar o desenvolvimento da planta (Dueck et al., 1986,

Bethenfalvay et al., 1989). No presente experimento, o aumento no nivel de Pb no
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solo afetou somente o numero de vagens produzidas mas ndo sua massa (Figura
7.be7.c).

A inoculacdo do FMA, nas plantas colhidas tanto na época do florescimento
como na maturagdo do grdo, causou maior crescimento das plantas, sendo a
diferenca mais acentuada na maturagéo do grdo, quando as plantas M mostraram-
se 100% maiores do que as NM. O efeito benéfico da inoculag&o do FMA também
refletiu-se no nimero e producéo de MS das vagens (Figura 7.b e 7.c). As maiores
quantidades acumuladas de P, Ca, S, N, Mg e K e os teores mais altosde P, K, S
e N apresentados por plantas M podem ter contribuido para o maior crescimento e
producdo de vagens. Schenck e Hinson (1973) ja tinham observado que, como
outras espécies vegetais, a soja encontra-se entre as que respondem a inoculagao
de FMA, aumentando tanto o crescimento quanto a produgdo de graos, mesmo
em condigdes de campo. Posteriormente, outros autores mostraram tal efeito
micotréfico da soja, nas mais diversas condicdes de solo, com diferentes
culltivares e espécies de FMA (Cardoso, 1985, Pacovski, 1986). Conforme
Hayman (1983), o efeito positivo das micorrizas na absorcdo de P, em solos
deficientes neste elemento, parece ser uma das principais causas do maior
crescimento de plantas colonizadas por fungos micorrizicos. Como o P é um
elemento de baixa difusdo no solo, os FMAs por meio das hifas extrarradiculares
aumentam o volume de solo explorado, aumentando a area de absorgdo da raiz, o
que contribui para 0 maior crescimento das plantas M (Rhodes e Gerdemann,
1975).

O numero e MS dos nédulos somente foram considerados na fase de

maturacado do gréo, ja que no florescimento a nodulagéo ainda era incipiente e nao
77



houve diferenca significativa entre os tratamentos. Assim, a nodulagéo da soja foi
significativamente maior nas plantas M, fato j& constatado por outros autores
(Barea e Azcdn-Aguilar, 1987). A MS dos nédulos de plantas M mostrou uma
reducao significativa com o aumento na concentragdo de Pb no solo, o que ndo
ocorreu com o numero de nodulos, isto &, o Pb somente afetou o desenvolvimento
dos mesmos, reduzindo o seu crescimento (Figura 7.d e 7.f). Como o teor e o
acumulo de N na parte aérea nao foram afetados pelo aumento de Pb no solo
(Figuras 10.a e 11.a), torna-se dificil dizer se a simbiose soja-rizobio sofreu algum
efeito negativo devido aos altos niveis de Pb adicionados ao solo. No entanto,
pode-se afirmar que na presen¢a de ambos os microssimbiontes o acumulo de N
foi significativamente maior, o que concorda com os resultados de Barea e Azcén-
Aguilar (1987). Ibekwe et al. (1996) observaram que o rizébio que nodulou a alfafa
foi menos sensivel do que a pianta ao excesso de Zn e Cd no solo, sendo que até
nas mais altas doses desses metais houve fixacdo de N.. Casella et al. (1988)
sugerem que as células de rizébio tém duas opg¢des ecoldgicas para situagbes de
excesso de metais no solo, um estado livre irreversivel, no qual perderiam o
plasmideo que Ihes permite nodular, resistente a metais, ou podem optar por um
estado simbidtico em que estariam protegidos dos metais existentes, no interior da
raiz do hospedeiro, adquirindo uma resisténcia aos metais dependente da pianta.
Portanto, sugere-se que o interior do nédulo proporcionou protegéo ao rizébio e a
sua atividade fixadora, do excesso de Pb no solo, € que o crescimento nodular foi
afetado devido possivelmente a um maior estresse metabdlico nas raizes causado
pelo possivel acumulo de Pb nesse local. Entretanto, Heggo et al. (1990),

trabalhando com soja M nodulada por Rhizobium japonicum em solos com
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diferentes niveis de Zn e Cd, obtiveram resultados diferentes, pois 0 excesso de
metais reduziu, além do crescimento da planta, o numero de nédulos.

Constatou-se que a adicio de 600 mg dm™ de Pb no solo néo foi suficiente
para causar diminui¢do no crescimento da soja. Entretanto, possivelmente, no
nivel fisioldégico a planta sofreu estresse ja que a producgéo de vagens de plantas
M e o crescimento nodular foram afetados negativamente pelo incremento do Pb
no solo, devido, provavelmente, ao alto teor de Pb apresentado na parte aérea na
dose mais alta (20-28 mg kg™), o qual j& é considerado por Sauerberck (1982)
como fitotdxico.

Quanto a colonizagao da raiz pelo FMA e ao numero de esporos produzidos
no final do ciclo da planta observou-se que ambos foram reduzidos
significativamente pela adicdo de Pb ao solo (Figura 8). A diminuicdo na
colonizagao micorrizica chegou a ser de 56% na época do florescimento, mas nao
alcangou valores tdo baixos como os observados por Siqueira et al. (1999), os
quais registraram valores proximos a 0 em solos com aitos niveis de Zn, Cd, Pb e
Cu. Esses resultados concordam com os obtidos por outros autores com outras
espécies vegetais e metais (Gildon & Tinker, 1983; Roldan & Albadalejo, 1993;
Vidal et al., 1993). Em soja, Heggo et al. (1990) também constataram que a
colonizagao da raiz foi afetada negativamente pela alta concentragdo de Zn e Cd
no solo. McGee (1987) também observou reducéo da colonizagdo micorrizica em
solo com alta concentragédo de Mn. Da mesma forma, Del Val et al. (1999)
constataram redugédo significativa da colonizacdo de raizes de Allium porrum e
Sorghum bicolor por diferentes espécies de Glomus em solo com adi¢do de lodo

de esgoto contendo aitos teores de Zn, Cd, Ni e Pb, além de forte diminuicdo na
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formacdo de arbusculos e na extensdo do micélio externo. Diminuicdo na
formacéo de estruturas tipicas da simbiose micorrizica, como arbusculos e
vesiculas, e mudancgas na morfologia do micélio interno foram também observados
por Vidal et al. (1996). Esses autores verificaram que, em milho colonizado por
Glomus mosseae, que, houve uma redugdo na colonizagdo causada por altas
concentragdes de Zn, Cd e Cu no solo, além de ter ocorrido uma diminui¢cdo da
presenca de arbusculos devido as altas concentragdes de Zn.

Em contraste com esses resultados, Shetty et al. (1994) ndo observaram
efeitos significativos de excesso de Zn (1000 mg kg™) na colonizacdo micorrizica
de Andropogon gerardii. Griffioen et al (1994) observaram que Agrostis capillaris
estava fortemente colonizada por FMAs em locais proximos a refinaria de Zn.
letswaart et al. (1992) verificaram que ndo houve diferenca na colonizagdo da
raizes de Agrostis capillaris crescida em solo arenoso poluido e solo argiloso-
calcario com e sem adicdo de metais.

No que se refere a producdo de clamidosporos pelo FMA, os resultados
obtidos indicam que o numero de esporos produzidos por grama de solo foi
significativamente reduzido tanto em fungdo da dose de Pb adicionada ao solo
quanto ao Pb extraido pelo DTPA. Essa reducdo da esporulagdo foi de 70% na
dose de 600 mg dm™ de Pb. Seguindo a tendéncia linear da analise de regressao,
uma adicdo de 800 mg dm™ de Pb no solo teria eliminado por completo a
producéo de esporos do fungo nas condigdes especificas do solo utilizado neste
experimento. Diaz et al. (1996) mostraram que, apesar de a colonizagéo
micorrizica de Medicago sativa manter-se constante, em solos de area de

minerag&o contendo Zn e Pb (240 e 450 mg dm™ de Zn e Pb extraidos pelo DTPA,
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respetivamente), o numero de esporos de FMA foi menor que o encontrado em
solo adjacente sem excesso de metais. Em estudos anteriores, Diaz e Honrubia
(1995) verificaram uma diminuicdo da germinacdo de esporos de FM e menor
colonizagao de espécies nativas da Espanha em solo de area minerada por Zn e
Pb. Dessa forma, a reducdo observada no numero de esporos pode ter sido
consequéncia direta da menor colonizagéo observada nos altos niveis de Pb no
solo, que por sua vez pode ser reflexo de uma menor taxa de germinagdo dos
esporos presentes no inéculo utilizado, ou como também de outros efeitos na
fisiologia do fungo e da planta.

Com base nos resultados obtidos neste experimento, os quais mostraram
que doses de Pb entre 300 e 600 mg dm™ causaram redugdo na colonizacdo da
raiz pelo FMA que né&o foi acompanhada de reducédo significativa de producgao de
MS pela planta, pode-se dizer que a reduc&o da colonizagédo ocorre em doses de
Pb abaixo das doses necessarias para diminuir o crescimento da planta. Essa
sensibilidade do fungo ao excesso de Pb no solo pode ter um efeito prejudicial ao
bom funcionamento da simbiose, pois se além da redugido na colonizacio da raiz,
estruturas de crucial importancia para o bom funcionamento da simbiose, como o
micélio externo e os arbusculos podem ter sido reduzidos, comprometendo a
planta hospedeira, afetando tanto o balanco nutricional como o fisiolégico, de
forma a eliminar até mesmo o carater mutualista da simbiose.

Apesar dos resultados geralmente negativos, outros trabalhos indicam que
pode ocorrer uma adaptacao do fungo micorrizico aoc excesso de metais no solo.
Assim, Weissenhorn et al. (1995 a, b) encontraram um alto indice de colonizacéo

em solos agricolas contaminados com MPs de diferentes origens, inciuindo a
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deposicao atmosférica de uma siderurgia e aplicacdo de lodo, indicando um alto
potencial do indculo. Turmau et al. (1996) observaram que a colonizagdo de
Oxalas acotovela foi alta mesmo em solos com altos niveis de Zn e Cd. A
colonizagdo micorrizica nessas observacdes “in situ” sugere uma tolerancia dos
FMAs ao excesso de alguns metais no solo.

A importancia de fungos micorrizicos em ecossistemas naturais e na
revegetacido de areas degradadas que possuem altos niveis de metais enfatiza a
necessidade de empregar ecotipos de FMA tolerantes ao excesso de metais,
garantindo a eficiéncia da simbiose. Dessa forma diferentes autores tém mostrado
a adaptacédo de FMAs isolados de solos com altas concentragées de metais,
sendo que estes mostram-se mais tolerantes ao excesso de metais que outros
ecotipos provenientes de solos nao contaminados (Del Val et al. 1999;
Weisenhorn et al., 1999; Diaz e Honrubia, 1995 e Gildon & Tinker,1983). A alta
plasticidade fenotipica desse tipo de fungo explica, em parte, a rapida adaptacao
ao excesso de certos metais no solo.

Mais pesquisa € necessaria para elucidar os mecanismos pelos quais o Pb
interfere com as células fungicas diminuindo o seu potencial de infecgéo radicular
e produgéo de esporos. Devido as diferencas entre os resultados observados na
literatura, conclui-se que as interacdes entre diferentes espécies/ecotipos de FMA,
espécies vegetais e diferentes tipos de solos mostram-se especialmente
complexas no que se refere ao efeito de excesso de metais no solo, merecendo
cada caso uma avaliagao particular.

Apesar de existir muita informacao sobre o efeito de fungos micorrizicos na

absorcéo de nutrientes, ha muito pouca sobre elementos nao essenciais, como o
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Pb, e, principalmente, resultados obtidos em condi¢cdes de solos tropicais. Um dos
objetivos deste trabaiho foi questionar se plantas de M seriam de alguma forma
protegidas ou prejudicadas pelo excesso de Pb no solo.

Os resultados obtidos mostraram, para todos os fratamentos, uma
correlacéo significativa positiva entre a dose de Pb adicionada ao solo e o teor de
Pb na parte aérea da planta (Figura 9.a). Houve alta correlagéo tanto entre a dose
de Pb adicionada e o Pb extraido pelo DTPA quanto entre a concentracdo de Pb
na planta e o disponivel no solo. Assim, quanto maior o teor de Pb disponivel no
solo maiores concentracdes desse elemento foram encontradas na parte aérea da
planta, o que sugere que o teor encontrado na planta pode ser um bom indicador
da toxicidade potencial de um determinado metal no solo (Saueberck, 1982).
Embora o crescimento da planta nao tenha sido significativamente afetado pelos
altos niveis de Pb disponiveis no solo, as plantas apresentaram teores que
ultrapassaram os valores normalmente encontrados em plantas (< 0,5 mg. kg") e
chegaram aos limites considerados fitotoxicos e zootdxicos (Sauerberk, 1982),
para aplicacdes de Pb no solo maiores de 300 mg dm™.

Heggo et al. (1990) também constataram uma reducdo, de cerca de 25%,
na concentracdo de metais na parte aérea de soja M e NM crescendo em solos
com excesso de Zn e Cd (862 e 8,71 ng g' de Zn-DTPA e Cd-DTPA,
respectivamente). Diaz e Honrubia (1995), estudando o efeito da simbiose A.
cytisoides-fungo micorrizico na absorcéo de Zn e Pb em altas concentragbes no
solo (370 e 240 mg kg' de Pb e Zn DTPA), observaram uma reducdo na

concentracdo desses metais em plantas M em relagdo as plantas NM. Entretanto,
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Killham e Firestone (1983) encontraram que Erharta calycina colonizada por FMA
mostrava uma maior absorcéo de metais pesados, entre eles o Pb, em condi¢cdes
de solo acido, em relagdo a plantas NM. Ja Diaz et al. (1996) observaram
diferencgas na absorcao de Pb e Zn de plantas M e NM em fungéo da tolerancia do
endoéfito ao excesso de metais no solo. Dessa forma, plantas colonizadas com
isolado proveniente de solo contaminado apresentaram teores mais baixos de
metais que plantas NM. Entretanto, plantas com o isolado de area nao
contaminada por metais pesados mostraram teores similares aos das plantas NM.
O teor mais baixo da maioria dos nutrientes observado em plantas M pode
ser visto como uma consequéncia do maior crescimento destas em relacdo as
NM, devido ao efeito de diluicdo causado pelo maior crescimento das plantas,
como sugerido por Plenchette et al. (1983). Observou-se, no entanto, que na
época de maturacdo do gréo a soja M apresentou uma producdo de MS 140%
maior que soja NM, e o acumulo de Pb foi de até duas vezes maior nas plantas M
em relacdo as NM (Figura 9.b). Portanto, sugere-se que esses resultados devam
ser interpretados com cautela ja que o efeito consideravel na acumulacdo de Pb
foi devido a grande diferenca no crescimento da planta coletada no final do ciclo.
Um dos mecanismos de protecdo ou de barreira a translocacdo de Pb da
raiz a parte aérea nas plantas com raizes colonizadas por fungos micorrizicos é a
adsorcdo de Pb na raiz e/ou no micélio intra e extrarradicular, evitando a sua
movimentacdo aos 6rgaos superiores da planta, como foi sugerido por Galli et al.
(1994). Além disso, sugeriram uma possivel retencdo de metais pesados no
micélio fungico, adsorvidos aos sitios eletronegativos da parede celular e na

capsula glicoproteinacea no exterior da hifa. Dessa forma, Denny e Ridge (1995)
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mostraram, por meio de estudos com microscopia eletronica, uma
proporcionalidade direta entre a quantidade de Zn adsorvida pelos diferentes
isolados de FMAs e sua capacidade de minimizar a toxicidade pelo excesso de Zn
em Calluna vulgaris. Esses autores observaram que o microssimbionte tolerante
possuia maior quantidade de capsula que o nao tolerante. Também foi sugerido
que o enddfito proporciona superficies adsortivas dentro das células corticais do
hospedeiro, excluindo o metal da parte aérea.

Haselwandter et al. (1994) ressaltam que os estudos realizados até o
momento sobre o efeito de micorriza em solos poluidos com metais ndo utilizam
nenhum tipo de corante especifico para células vivas na estimativa da colonizagéo
da raiz. Portanto, existe divida sobre a viabilidade do fungo fora e dentro da raiz.
Isso limita a importancia ecolégica dos dados na avaliagdo do papel dos fungos
micorrizicos em habitats contaminados com metais. O micélio extrarradicular de
fungos micorrizicos é de grande importancia ndo sé na fixagédo de metais a parede
celular, independente do metabolismo, mas também, e provavelmente de maior
relevancia, na absorcao intracelular de metais, dependente do metabolismo, e seu
transporte a planta hospedeira (Leyval et al. 1997). Devido & variedade de fatores
que influenciam a resposta do FMA & maior ou menor absorgéo de metais e a sua
translocacdo a planta hospedeira, outros estudos devem ser realizados. Neste
contexto, mostram-se  promissores 0s  experimentos em  vasos
compartimentalizados, nos quais separa-se o volume de solo explorado pela raiz e
pelas hifas extrarradiculares. Além disso, s&o importantes pesquisas que utilizam
elementos marcados proporcionando uma diferenciacdo entre o absorvido pela

planta e pelas hifas, assim como o uso de outros corantes especificos para células
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vivas para determinar o grau de colonizacdo. Devem ser melhor elucidadas as
relagdes da simbiose com os fatores fisicos e quimicos do solo e os mecanismos
de tolerancia de isolados de FMA tolerantes a metais, plasticidade fenotipica e
variabilidade do material genético.

O fungo micorrizico Glomus macrocarpum nao protegeu a planta do
excesso de Pb presente no solo, j@ que as plantas acumularam niveis
considerados fitotdxicos quando o Pb foi adicionado ao solo em concentragdes
maiores que 300 mg dm™. Devido provavelmente & maior absorcdo de P, o
crescimento foi estimulado e as plantas M apresentaram concentracfes menores
de Pb na dose mais alta de Pb adicionada. Portanto, mesmo que o FMA n&o tenha
conferido protecdo ao excesso de Pb no solo, a planta foi beneficiada pela

presencga do endéfito devido ao melhor estado nutricional que este Ihe conferiu.

Com relagdo a absorcdo de N, P, K, Ca, Mg e S pode-se dizer que, de
maneira geral, as plantas M tiveram concentragbes e quantidades acumuladas
maiores que as encontradas em plantas NM. Devido ao maior crescimento de
plantas M ocorreu efeito de diluigdo de alguns elementos na fase de maturacédo do
grao, onde houve maior producdo de MS em relacdo ao florescimento. O efeito do
Pb apareceu de forma mais notavel na absor¢do de Ca, Mg e S; no entanto, néo

afetou o teor e acumulo de N e K (Figuras 10 e 11).

O N foi um dos elementos que sofreram grande efeito de diluicdo na planta
(Figuras 10.a e 11.a). O teor de N foi influenciado tanto pelo FMA quanto pela
época de avaliagdo, ndo sendo observado efeito significativo do incremento do Pb

no solo. Ja o acumulo de N na parte aérea, foi, em geral, maior nas plantas M,
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principalmente na fase de maturacao do grao. O N acumulado na parte aérea nao
foi afetado pelo incremento na dose de Pb adicionada ao solo. Esses resultados
concordam com Barea e Azcon-Aguilar (1987), que trabalhando com a técnica de
N, observaram que plantas da leguminosa Hedysarium coronarium, noduladas
por Rhizobium sp. e colonizadas com FMA apresentaram maiores acumulos de N
na parte aérea do que equivalentes sem colonizagdo de FMA. Tal resultado foi
devido a uma maior absorcdo de N presente no solo; além disso houve
estimulagéo da fixagdo bioldgica de N2 em plantas M, favorecidas pela melhor
nutricdo fosfatada, que favoreceria a simbiose rizébio-leguminosa. Heggo e Angle
(1990) observaram maiores acumulos de N foliar em soja M, o que foi atribuido &
maior exploracdo radicular dessas plantas e a um subsequente aumento na
absorgdo do N do solo e a maior fixagdo de N, de plantas com FMA. Esses
autores também observaram variagdo no acumulo de N das folhas com o tipo de
solo, o qual diferia com maior ou menor disponibilidade de metais pesados (Zn e
Cd) e com o pH. Os resultados do presente experimento ndo mostraram efeito
significativo do Pb na absor¢do de N, e/ou fixacdo de N,. Como o N € um dos
nutrientes que mais influencia o crescimento da planta, o fato de nao ter sido
afetado pelo excesso de Pb no solo pode explicar, em parte, a falta de reducao na
MS produzida pela soja com a elevacgao do teor de chumbo no solo. O excesso de
N fornecido como nitrato com a fonte de Pb (nitrato de Pb), principalmente nas
doses mais altas aplicadas, ndo afetou a absorcdo de N pela planta e nem a

fixacdo do N, pelo rizdbio.

O maior teor e acumulo de P em plantas M indicou que esse elemento nao
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mostrou efeito de diluicdo, em relacio as plantas NM, porque apesar de plantas M
terem tido uma maior producido de MS, tiveram maiores teores do elemento nos
tecidos (Figura 10.b). O maior teor de P encontrado em plantas colonizadas na
época do florescimento em relagdo a fase de maturagdo do grdo, provaveimente,
foi devido a um efeito de diluigdo causado pela maior MS produzida pela soja
nesse estadio. Hayman (1983) também mostrou efeito positivo na absor¢éo de P
em plantas colonizadas por FMA em solos com baixa disponibilidade desse
nutriente, como resultado da capacidade dos FMAs em explorar microssitios
adicionais no solo. Ambos, teor e acimulo de P na parte aérea da soja, ndo foram
afetados significativamente pelo aumento do Pb no solo, exceto no tratamento
com inoculagéo do FMA no florescimento, no qual o acumulo de P mostrou efeito
quadratico (Figura 11.b). Estes resultados foram diferentes dos obtidos por Diaz et
al.(1996), que verificaram que o teor de P foliar de plantas colonizadas por FMAs
foi logaritmicamente reduzido pelas altas concentracdes de Zn e Pb no solo. Além
disso, as altas concentracoes de MPs afetaram de certa forma a simbiose,
decrescendo consequentemente a absorcdo de P. El-Kherbawy et al. (1989)
constataram diminuicdo dos teores de P na parte aérea com o aumento da
disponibilidade de MPs e a diminuicdo do pH. J& Medeiros et al. (1994) néao
encontraram mudancas no teor e no acumulo de P em raizes e na parte aérea de

sorgo devidas ao excesso de Mn no solo.

Apesar do fungo micorrizico ndo ter sido afetado pela adicdo de Pb ao solo,
da falta de correlagéo entre o percentual de raiz colonizada e a absorgéo de P

pode-se inferir que a simbiose de certa forma forneceu P ao hospedeiro,
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mantendo-se funcional no que se refere ao aporte de P. Sugere-se também que o
P possa estar envolvido na desintoxicagdo de Pb nas plantas, ja que moléculas de
acido fitico podem estar envolvidas no sequestro de Pb em algumas espécies de
plantas, ou o P pode proporcionar energia metabdlica, na forma de ATP, para uma
possivel compartimentalizacao do Pb em vaclolos (Van Stevenick et al., 1987;
Davies te al.,1991). Dessa forma plantas M foram favorecidas em ambientes com
excesso de metais, devido a maior absorgao de P. E interessante observar que a
razao P/Pb mostrou uma tendéncia de diminuigdo com o incremento de Pb no
solo, e que plantas M foram capazes de manter maiores relagbes P/Pb nos mais
altos niveis de Pb do que plantas NM. Isso concorda com os resultados obtidos
por Shetty et al. (1994), para A. gerardii em solo com excesso de Zn. Assim,
sugere-se que se a nutrigio de P é fator critico para a tolerancia da planta ao
excesso de metais pesados, entre eles o Pb: as plantas M tém melhor condicao de

sobreviver em solos com excesso de Pb.

O teor de S foi, em geral, maior em plantas M, principalmente no
florescimento (Figura 10.f). Ja a quantidade acumulada de S pelas plantas M foi
significativamente maior do que as plantas NM, sendo este efeito maior na fase de
maturacdo do grao (Figura 11.f). Siqueira et al. (1999) trabalhando com espécies
arboreas crescidas na presenca de excesso de MPs, comentam que as plantas M
mostraram maiores teores de S que as NM. J& Medeiros et al.(1994) nao
observaram variacdes significativas no teor e aciumulo de S da parte aérea do
sorgo devida ao excesso de Mn. O enxofre tem sido associado a processos de

desintoxicacdo de metais ou a protecdo das plantas ao excesso de metais. Os

89



resultados deste experimento podem sugerir que plantas NM sofreram reducéo no
acumulo de S nas mais altas doses de Pb no solo e que plantas M foram capazes
de manter o acumulo de S constante ao longo das diferentes doses de Pb
adicionadas ao solo. A micorriza pode estar conferindo a planta uma maior
capacidade de sobreviver ao estresse causado pelos altos teores de Pb. O S em
quantidade maior nas plantas M pode estar seqliestrando o metal, evitando efeitos
prejudiciais a enzimas ou outros componentes celulares. Reddy e Prassad (1990)
constataram que a soja € uma das espécies vegetais capazes de produzir
metaloproteinas, proteinas com alto conteido em cisteinas, que ligam cations
divalentes. Soja M devido ao maior acumulo de S pode estar em condicdes de
manter altas concentracbes desse tipo de proteina amenizando o estresse pelo

excesso de Pb no solo.

Em resumo, pode-se concluir que plantas M tiveram maiores acimulos dos
principais macronutrientes, N, P, K, Ca, Mg, e S, assim como teores mais altos de
P, Ke S, e foram menos influenciadas pelo excesso de Pb no solo em relacéo as
homologas NM. A maior absor¢éo de elementos méveis como o K, Ca, Mg e S por
plantas M ja foi observada em outros trabalhos (Kothari et al., 1991; Stribley,
1987). Nas plantas NM os acumulos de Ca, Mg e S diminuiram com a elevagdo da
dose de Pb no solo, ndo havendo, entretanto, efeito nos teores e acimulos de N,
P e K. Isso pode ter evitado uma reducg@o significativa do crescimento de plantas
NM com o aumento de Pb no solo. O fato de os acumulos de Ca, Mg e S terem
tido tendéncia a redugao em fungdo do aumento do nivel de Pb no solo, poderia,

em parte, explicar a queda na producéo de MS da soja, pois 0s baixos valores de
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tais elementos seriam limitantes ao crescimento da planta, além de indicar um

possivel desbalan¢o nutricional.

De forma geral pode-se concluir que os teores dos micronutrientes Cu, Fe,
Mn e Zn foram mais influenciados pelo aumento do nivel de Pb do solo do que os
de macronutrientes. Nesse caso as plantas NM avaliadas na fase de maturagao
do grdo foram as mais afetadas. Analisando as diferentes interagoes entre os
tratamentos e seus efeitos nos teores de micronutrientes, constatou-se que ©
efeito do fungo foi pouco significativo para o Mn e Fe, tendo maior importancia
para o Cu e Zn. O teor de Cu na parte aérea da planta M sofreu efeito de diluicao
devido a maior MS produzida. Ei-Kherbawy et al. (1989) observaram que
Medicago sativa M apresentou menor teor de Cu que a NM. Ja o efeito da
inoculacéo do FMA na quantidade acumulada de Cu na parte aérea da planta foi
notavel, com acréscimos de até 100% no acumulo de Cu maior en relagéo as
plantas NM. Gidon e Tinker (1983) demostraram que plantas M absorveram mais
eficientemente o Cu presente em baixas concentracdes no solo do que plantas
NM. Maior absorgdo de Cu por parte de plantas M também foi relatada por
Trinidade et al. (1996), os quais observaram que a absor¢céo de Cu aumentou em

mais do 100% devido & inoculagéo de fungos micorrizicos.

O teor e 0 acumulo de Cu na parte aérea da soja tiveram respostas
similares em relacdo ao efeito do Pb. Plantas NM sofreram uma reduc&o de 60%
na dose de 600 mg dm™ de Pb, em relacdo & dose 0. Tanto o teor quanto o
acumulo de Cu e Pb na parte aérea de plantas NM apresentaram correlagéo

significativa e negativa (r = -0.739 e r= -0.551, respectivamente) o que sugere que
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a absorcdo de Cu foi de alguma forma prejudicada pela maior absorcao de Pb e

consequentemente pelas altas concentragbes de Pb no solo.

O teor de Fe na parte aérea da soja NM na fase de maturagao do grdo foi
influenciado negativamente pelo aumento do Pb no solo, com reducdo de 54%
entre a dose minima e a maxima. Tanto o teor quanto o acumulo de Fe na soja
NM foram negativamente correlacionados com o teor e o acumuio de Pb na parte

aérea, sugerindo um efeito antagdnico do Pb na absorgdo do Fe.

O teor de Mn na parte aérea nao diferiu significativamente entre plantas M e
NM no florescimento; somente na fase de maturagdo do grao observou-se maior
teor de Mn em plantas NM (Figura 12.b). Pacovsky (1986) verificou que plantas M
moderaram a absorgdo de Mn, mantendo a sua concentragdo em niveis mais
baixos do critico necessario para atingir toxicidade. Ja o acumulo de Mn na parte
aérea, de maneira geral, foi maior em plantas M do que em plantas NM. O teore o
acumulo de Mn foram afetados significativamente pelo incremento de Pb no solo,
em todos os tratamentos realizados, apresentando um ajuste quadratico com
acumulo de Mn em torno de 300 mg de Pb dm™ de solo (Figuras 12.b e 13.b). A
absorcdo de Mn pela planta pode ser considerada um indicador do estresse
causado pelo Pb no solo, pois o teor e o acumulo desse nutriente na parte aérea
foram igualmente sensiveis ao Pb adicionado, mostrando o mesmo padrdo de

resposta.

Com relagéo ao Zn, que também & um dos nutrientes mais favorecidos pela

micorriza, devido a sua baixa mobilidade no solo, observou-se que seu acuimuio
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na parte aérea de plantas M foi maior do que em plantas NM, tanto no
florescimento como na maturidade. As plantas M, na dose de 600 mg dm™
apresentaram uma relagéo Zn/Pb na parte aérea maior do que as homologas NM.
Isso sugere que a micorrizagio propiciou a absor¢ao de Zn pela soja, mesmo sob

condigdo de alta disponibilidade de Pb no solo, o que nao ocorreu com a planta

NM.

Em resumo, constata-se que as plantas M avaliadas no florescimento
tiveram os teores de Ca, P, Ke S e Cu e Zn maiores do que plantas NM, enguanto
que para o Mg, N, Fe e Mn né&o houve diferenga. Na fase de maturagdo do grao,
devido provavelmente ao maior incremento na produgcéo de MS da parte aérea, as
plantas M apresentaram menores teores de Ca, Mg, N, Cu, Fe, Mn e Zn em
relacéo as plantas NM. Os teores de P, K e S foram maiores nas plantas M, tanto
no florescimento quanto no fase de maturagido do grdo. Varios estudos tém
mostrado o incremento da concentragdo de nutrientes diferentes do P como
consequéncia da formacdo de micorriza (Pacovsky, 1986, Kothari et al. 1990,
Thompson, 1990). O incremento no crescimento ocorrido do florescimento até o
final do ciclo foi de 54% em plantas M e de 13% nas plantas NM. Ou seja,
dependendo da época de avaliacdo observaram-se teores mais altos ou mais
baixos de nutrientes em plantas M em relagdo as NM. A queda no teor dos
nutrientes em soja M pode ter sido devido simplesmente ao acentuado efeito de
diluicdo causado pelo crescimento, ou seja, como a planta aumentou em tamanho,
os teores de nutrientes diminuiram a niveis inferiores aos da soja NM, de forma

que a quantidade total do elemento foi maior nas M do que nas NM.
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Em razido do efeito da micorrizagédo na absorgdo e na translocac&o de
nutrientes pode-se concluir que a planta M teve uma nutricdo mineral mais
balanceada em solos com altos niveis de Pb, provocando maior crescimento da
planta, e de maneira indireta, aliviando o estresse causado pelo excesso de Pb,
por meio da manutengdo de maiores relagbes P/Pb na parte aérea da planta.
Apesar da diminuigéo na colonizagdo radicular em fungéo do aumento na dose de
Pb adicionada, os teores e os acimulos de alguns nutrientes na parte aérea da
soja ndo se alteraram ou até mesmo aumentaram. Isso confirma a observagéo de
que ndo ha necessariamente relagdo entre a colonizagao micorrizica (medida do
micélio intrarradicular) e seu efeito na absor¢do e no transporte de nutrientes para
a célula do hospedeiro (Diaz et al., 1996). Assim, com uma menor colonizagdo
radicular, as plantas foram igualmente beneficiadas pela micorrizagdo em altas e
baixas concentragdes de Pb no solo. Os resultados obtidos mostram que apesar
de o Pb nao ter afetado o crescimento da soja NM, houve reducdo na absorcdo de
muitos nutrientes essenciais para a planta, sugerindo que, embora a planta néo
tenha mostrado sintomas visuais de toxicidade de Pb, de alguma forma o seu

estado fisiolégico esta sendo afetado pelo excesso de Pb nos tecidos vegetais.
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5.2.2. Biomassa e atividade microbianas do solo:

A medida do C da biomassa tem sido usada como indicador de mudancas
na comunidade microbiana do solo sob estresse por excesso de metais pesados.
No presente trabalho escolheu-se esta variavel para estudar possiveis alteragbes
na microbiota do solo devido principalimente a elevagdo da concentragéo de Pb no
solo e ao cultivo da soja sob influéncia do fungo micorrizico, em dois estadios do
desenvolvimento da planta.

Observou-se que o C da biomassa microbiana foi, em geral, maior para o
solo que recebeu indéculo do FMA (Figura 14.a), sendo que no florescimento nao
diferiu significativamente entre os tratamentos com e sem inoculagdo do FMA.
Esperava-se, entretanto, que o micélio externo do FMA contribuisse de forma
significativa ao C da biomassa neste estadio de desenvolvimento da planta.
Sugere-se que tenha ocorrido uma mudanga no padréo de exsudagéo das raizes
apos a colonizago, pois sabe-se que a exsudagéo radicular de carboidratos, de
aclicares redutores e de aminoacidos decresce apds o estabelecimento do FMA
na raiz (Graham et al., 1981; Dixon et al.,1988). Em consequéncia, pode-se
esperar algum efeito seletivo sobre os microrganismos, de forma gue no solo ao
redor das raizes ndo colonizadas, havera maior quantidade de exsudatos, o que
favoreceria a comunidade microbiana heterotrofica, refletindo-se no C da
biomassa. Como resultado observaram-se valores parecidos ao tratamento que
recebeu inoculagdo, no qual o micélio extrarradicular faz parte da biomassa.
Entretanto, no final do ciclo da soja, sem levar em consideragio as doses de Pb
adicionadas ao solo, o tratamento com inéculo do FMA apresentou o conteudo de

C da biomassa 2,3 vezes maior do que o tratamento sem indculo, sendo que sO na
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dose O esta diferenga foi significativa. Atribui-se essa maior biomassa obviamente
a producéo de quantidades consideraveis de clamidosporos (Figura 8.b), ja que
essa € a época na qual comega a esporulagdo do fungo, aos esporos
remanescentes do indculo e micélio e hifas extrarradiculares.

No que se refere ao efeito da época de avaliagdo no C da biomassa
observou-se que no florescimento, devido provaveimente ao estimulo dado pela
maior exsudacgdo radicular ao crescimento da comunidade microbiana, houve
biomassa 30% maior que na fase de maturagéo do gréo, periodo no qual as raizes
comegariam a senescer e se reduziria a quantidade de exsudatos liberados.

O efeito da adigdo do Pb ocorreu em ambas as épocas de avaliagdo nos
tratamentos que receberam inoculagdo do FMA. No florescimento da planta, o C
da biomassa microbiana do solo diminuiu significativamente com o aumento da
dose de Pb adicionada ao solo (Figura 14.a). Entre a dose 0 e a maxima
adicionada houve uma diminuicdo de 60 % no C da biomassa, parte da qual deve
ser devida a uma redugéo na quantidade de hifas externas do fungo causada pelo
efeito prejudicial do Pb. Na fase de maturagdo do gréo, no entanto, a diminuicdo
no C da biomassa foi muito mais drastica caindo em mais de 80% entre a dose O e
maxima de Pb adicionada. Nesse tratamento, inoculagdo do FMA e maturacdo do
grao, o C da biomassa correlacionou-se positivamente com o nimero de esporos
(*=0,699) e com a porcentagem de colonizagéo da raiz pelo FMA (?=0,631). De
maneira geral, o Pb disponivel e a dose de Pb adicionada estiveram
negativamente correlacionados com o C-biomassa, sendo a correlacdo mais alta
no florescimento, e nos tratamentos com inoculagdo. Isso sugere que o efeito do

Pb foi deletéria para o fungo micorrizico presente no solo, e que o grande numero
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de esporos produzidos pelo FMA, G. macrocarpum, contribuiu de forma
consideravel ao C-biomassa no solo coletado na fase de maturagédo do grao,
quando a esporulagdo do fungo ocorreu. Como a esporulagado reduziu-se 70%
entre a dose 0 e a maxima de Pb (Figura 8.b), sugere-se que a significativa
diminuicdo no C da biomassa do solo ocorreu, parcialmente, devido a esta
reducdo no numero de esporos nas doses mais altas de Pb aplicadas ao solo. O
fato de os solos sem adi¢do do inéculo do FMA nao terem sido afetados
significativamente pela elevacao do nivel de Pb do solo sugere que a comunidade
microbiana do solo ndo foi tdo afetada pelas altas concentragdes deste elemento
no solo. Pelos resultados ja relatados na literatura, a comunidade fungica do solo
€ mais tolerante ou resistente ao excesso de metais do que a comunidade de
procariotos, sendo que esta tem menor contribuigdo ao C da biomassa microbiana
de solos com esse tipo de contaminag¢do (Dias-Junior et al., 1998; Kandeler et al.,
1996; FlieBbach et al., 1994). Nordgreen et al. (1983) observaram que, em solo
contaminado_cam Cu e Zn, a biomassa fungica era reduzida e acontecia uma
marcante mudanga na estrutura da comunidade fungica ao longo do gradiente de
metais pesados. Cotrufo et al. (1995) também encontraram, em solo poluido com
metais (Fe, Zn, Cu, Cr, Ni e Pb), que a biomassa fungica total, determinada por
microscopia, era menor que em solo ndo poluido, e encontraram correlagdo
negativa entre a abundancia de fungos do solo e a concentracdo de Pb, Zn e Cr
no solo. Da mesma forma, Biesessar (1982) obteve correlacbes altamente
significativas entre quantidade de fungos e os niveis de Pb e Cd do solo. Os

resultados do presente experimento concordam com esses dois ultimos trabalhos,
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pois constataram grande sensibilidade do fungo, neste caso micorrizico, as altas
concentracbes de Pb aplicadas ao solo. Portanto, pode-se afirmar que o Pb
exerceu, nas condicbes deste experimento, um efeito negativo sobre o C da
biomassa microbiana do solo no qual foi inoculado fungo micorrizico.

Quanto a mineralizagéo do C ou respiragdo do solo, os resultados também
mostraram que os solos que receberam inoculagdo do FMA apresentaram maior
liberagdo de CO, do que o solo sem inoculagdo (Figura 14.b). Isso pode ser
explicado pela contribuicdo da atividade metabdlica das hifas extrarradiculares e
outras estruturas do FMA e pelo estimulo causado pelo FMA a comunidade
heterotréfica do solo, por exemplo na regido chamada de hifosfera micorrizica. No
florescimento foi observada a maior atividade respiratéria, 50 % maior do que no
solo avaliado na fase de maturacdo do grdo. Isso pode ter sido devido & maior
atividade metabdlica das raizes, na época do florescimento, e maior exsudagéo
radicular o que provocou uma maior atividade microbiana que se traduziu em uma
maior liberagéo de CO-, produto da respiracéo e das atividades metabdiicas.

No tratamento sem inoculagdo de FMA avaliado no florescimento, a
respiragdo do solo diminuiu linearmente com o aumento da dose de Pb
adicionada. Nesse mesmo tratamento o C da biomassa ndo foi afetado pelo
incremento do Pb. Isto sugere que a comunidade microbiana pode entrar em
estado de dorméncia ou reduzir sua atividade metabdlica quando a concentracéo
de Pb aumenta no solo. A passagem de um estado metabolicamente ativo a um
estado de dorméncia pode ter um significado de sobrevivéncia, j& que ajudaria o
microrganismo a evitar a toxicidade por metais pesados. No florescimento da soja,

o tratamento com inoculacdo de FMA n&o mostrou influéncia do Pb na liberagéo
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de CO; do solo. Se a biomassa se reduziu nesse tratamento e a respiragao se
manteve constante, pode-se afirmar que houve uma menor eficiéncia de utilizagao
do C, isto é, uma pequena comunidade microbiana heterotréfica esta respirando
com muita intensidade. Como indicado por Insam et al. (1996), solos poluidos por
metais pesados estdo sob estresse, o que causa uma menor eficiéncia de
utilizagdo do C, resultando em uma maior liberagdo de CO, por unidade de
substrato. Portanto, nos solos com presenga de fungo micorrizico houve maior
estresse pelo excesso de Pb adicionado.

No solo avaliado na fase de maturagdo do graoc com inoculagédo do FMA a
respiracdo do solo diminuiu linearmente com o aumento do Pb no solo (Figura
14.b), sendo que a reducdo foi de 62% entre a dose O e a de 600 mg dm™ de Pb.
A biomassa microbiana e a atividade respiratoria diminuiram neste tratamento com
o incremento do Pb no solo, o que também foi verificado com a esporulagao do
FMA, o que pode explicar, pelo menos em parte, tal efeito na biomassa e
respiracéa. A diminuicdo da respiracéo obtida neste trabalho concorda com os
resultados obtidos por Doelman e Haanstra (1979), os quais obtiveram uma forte
inibicao da respiracdo em solo arenoso com altas concentragdes de Pb. Aceves et
al. (1999) também observaram maior liberagao de CO, por unidade de biomassa,
em solo com alta concentragdo de Zn, e portanto, uma menor eficiéncia na
assimilagdo do C. O qCO; ou taxa respiratoria especifica, revelou que a
comunidade microbiana deste solo sofreu, em torno da dose de 300 mg dm™ de
Pb, um grande estresse, aumentando em 3 vezes em relagdo ao controle. Isto €&,
segundo varios autores (Anderson e Domsch, 1992; Odum, 1985) um indicador do

desbalangco energético que sofre a comunidade microbiana como causa de
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disturbios ambientais, como a polui¢cdo do solo por metais pesados. Nessas
situagbes a energia do crescimento e a produgdo sdo desviadas para a
manutencéo celular.

E curioso que o C da biomassa e a respiragao do solo dos tratamentos sem
inoculagéo avaliados na fase de maturagdo do gréo nao tenham sido afetados
significativamente pelo aumento da dose de Pb adicionada no solo, e gue o
quociente metabdlico tenha revelado uma forte influéncia da elevagdo da
concentragéo de Pb no solo.

Ohya et al. (1988) utilizaram solos que foram incubados com e sem
substratos promotores do crescimento microbiano para observar a liberagcdo de
CO; de solos urbanos poluidos com Zn e Pb. Eles relataram que a respiragéo foi
negativamente correlacionada com a concentracdo de metais e que o efeito
Inibitério dos metais nos solos incubados com substratos foi maior que nos solos
sem adicdo de substratos. Explicaram que a chamada respiracdo basal, ou
liberacdo de CO, sem adicido de substratos, € muitas vezes relacionada com o C
da biomassa e com a comunidade que esta metabolicamente inativa ou em estado
de dorméncia. Quando se adicionam substratos, atribui-se o CO, liberado,
principalmente, as populagbes metabolicamente ativas que sdo as mais afetadas
pelo excesso de metais no solo. Dessa forma, como o solo utilizado no presente
trabalho possuia uma baixa concentracdo de C organico (15 g dm?),
provavelmente havia pequena comunidade microbiana e uma baixa atividade
respiratéria, sugerindo que era constituido por uma microbiota metabolicamente
pouco ativa e que, de certa forma, ndo sofreu diretamente o efeito do Pb. Ja o

fungo micorrizico, como depende dos carboidratos fornecidos pela planta,
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encontra-se metabolicamente mais ativo do que o resto da microbiota do solo,
estando vulneravel ao efeito do Pb.

Provavelmente, devido a grande variabilidade entre os microssitios do solo,
que proporcionam diversos microhabitats com diferentes tipos e intensidade de
atividades metabdlicas, a biomassa e a respiragdo do solo nem sempre se
mostraram bons indicadores do efeito do Pb no solo. As poucas correlagbes
significativas entre as caracteristicas biologicas e a dose de Pb adicionada ao solo
evidenciam a complexidade do sistema solo-planta-metal, o que ja foi verificado
também por outros autores (Insam et al., 1996; Dias-Junior et al.,1998).

A atividade enzimatica do solo € uma caracteristica que reflete processos
bioquimicos que sao de grande importancia para a ciclagem de nutrientes, para a
nutricdo mineral de plantas e a manuten¢ao da fertilidade do solo (Perucci, 1992,
Frankenberger e Dick, 1983).

A informacéo obtida dos ensaios enzimaticos juntamente com a atividade
. respiratéria e -a biomassa microbiana pode ajudar na elucidagéo dos efeitos de
diferentes tipos de contaminac&o no solo, que possam alterar o ecossistema do
solo. A atividade enzimatica do solo € considerada por muitos autores como um
bom indicador do estado metabdlico de um determinado solo (Garcia et al., 1997).

A desidrogenasse € um enzima capaz de indicar a atividade microbiana dos
solos e portanto seu grau de degradacao (Garcia et al., 1997). Esta enzima reflete
a atividade oxidativa total da microbiota do solo; como € uma enzima intracelular
de baixa atividade quando em estado livre no solo, pode atuar como um bom
indicador da atividade microbiana do solo (Garcia et al., 1997; Reddy e Faza,

1989). No entanto, Beyer et al. (1993) mostraram o contrario, ou seja, a atividade
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da desidrogenasse néo € bom indicador da atividade total da microbiota do solo,
pois esta relacionada a reagdes especificas do solo, como potencial redox, fluxo
de agua, fornecimento de ar, as quais nao refletem o nivel geral da atividade
microbiana no solo. Confirmaram que a atividade da desidrogenase pode diferir
consideravelmente em solos com as mesmas propriedades principais (tipo de
solo, textura, pH, C organico total, argilas, etc.). Da mesma forma, outros também
questionam o uso da desidrogenase como indicador geral da atividade microbiana
do solo (Nannipieri et al. 1990; Perucci, 1992).

No presente experimento, o efeito do Pb so6 foi significativo no solo com
inoculacédo e na fase de florescimento da soja, no qual a atividade da
desidrogenase diminuiu com a adicdo de Pb ao solo (Figura 15.a). Da mesma
forma, Doelman e Haanstra (1979), estudando o efeito do Pb sobre a atividade
desta enzima, observaram reducao na atividade com aumento do Pb no solo.
Mesmo em solo argiloso, observaram que as concentragcées de Pb nas quais a
respiragao foi seriamente retardada n&o se observou inibicdo da enzima,
sugerindo portanto, que a respiragéo foi mais sensivel para a caracterizacéo do
efeito inibitério do Pb sobre a microbiota do solo do que a atividade da
desidrogenase do solo. Isto também foi observado na presente pesquisa ja que,
apesar de ter havido correlagéo entre respiragdo e atividade da desidrogenase,
esta nao se correlacionou com a concentragdo de Pb no solo mas a respiracao
sim. Isto indicou que a atividade da desidrogenase n&o foi um bom indicador do
efeito do Pb. Mais recentemente, também foi observado por Perucci (1992)
redugc@o na atividade da desidrogenase em solo com adigdo de lodo, atribuindo

esse efeito inibitorio a toxicidade das altas concentragcbes de MPs presentes no
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lodo, especiaimente ao Pb. Assim mesmo Kandeler et al. (1996) observaram que
a atividade da desidrogenase era dramaticamente afetada pelos altos niveis de
Zn, Cu, Ni e Cd no solo.

A atividade da desidrogenase foi duas vezes maior no solo avaliado no
florescimento da soja do que na fase de maturagéo do gréo, provavelmente devido
a maior atividade metabdlica das raizes, as quais liberariam maior quantidade de
exsudatos favorecendo a comunidade heterotréfica do solo, o que se refletiu,
dessa forma, em maior atividade da enzima.

Portanto, nas condigdes do solo utilizado no trabalho, a atividade da
desidrogenase nao refletiu satisfatoriamente o efeito de altas concentragbes de Pb
no solo. Mesmo assim, como a correlagdo com a respiracdo do solo foi positiva,
de alguma forma essa caracteristica foi indicadora da atividade metabdlica do
solo.

Outro ensaio enzimatico realizado foi a atividade da fosfatase alcalina,
fosfomonoasterase de importancia na mineralizagdo do P organico do solo, e
portanto na nutrigdo da planta. Essa enzima n&o é produzida por plantas, sendo
sua atividade no solo inteiramente derivada dos microrganismos, podendo ser,
portanto, um bom indicador dos efeitos que os metais pesados ou outros
poluentes exercem na microbiota edéfica. Tyler (1974) observou que elementos-
traco inibem as fosfomonoesterases no solo.

Os resultados indicaram um importante efeito inibitério do Pb na atividade
da fosfatase alcalina (Figuras 15.b e 15.c). Todos os tratamentos realizados, com
excecgdo do solo que n&o recebeu indculo de FMA e avaliado no florescimento da

soja, tiveram a atividade da fosfatase alcalina diminuida significativamente pelo Pb
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adicionado ao solo, observando-se um minimo na atividade em torno dos 400 mg
dm™ de Pb no solo. Essa variavel correlacionou-se negativamente tanto com o Pb
adicionado ao solo quanto com o extraivel pelo DTPA, sugerindo que essa enzima
€ sensivel a contaminagdo por Pb e que pode ser considerada como bom
indicador da atividade microbiana no solo. Observando a figura 15.c, constata-se
que houve 60% de inibicdo da enzima devido ao aumento da dose de Pb, o que,
possivelmente, afetou a mineralizacdo do P organico do solo, podendo ter
diminuido a disponibilidade do elemento para as plantas e para a comunidade
microbiana do solo. Como n&o houve correlacéo entre a atividade da fosfatase
alcalina e a biomassa microbiana, a redugdo na atividade da enzima esta
microbiana do solo. Redugéo da atividade da fosfatase alcalina no solo também foi
observada por Redy et al.(1987), os quais constataram que a aplicagéo de lodo de
esgoto, com altos niveis de metais, inibia essa enzima. Kandeler et al. (1996)
também observaram que a atividade de varias enzimas, entre elas a fosfatase
alcalina, foi significativamente diminuida pela polui¢do por Cu, Zn, Ni, V e Cd.

Da mesma forma que o observado para a atividade da desidrogenase, foi
registrada maior atividade da fosfatase alcalina no florescimento em relacdo a fase
de maturagdo do gréo, confirmando-se, mais uma vez, a importancia do
metabolismo da raiz no solo circundante, influenciando significativamente a
atividade microbiana. A atividade da enzima também foi estimulada pela presenca
do FMA, no florescimento.

A enzima arilssulfatase hidrolisa, por fissdo da ponte O-S, anions de

arilssulfato, tendo sido detectada tanto em animais quanto em plantas e
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microrganismos. No solo a arilssulfatase € responsavel parcialmente pela
mineralizacdo do S organico na forma de ésteres de sulfato. Ao contrario do
ocorrido com os demais enzimas, a atividade da arilssulfatase foi maior no solo
avaliado na fase de maturagéo do grao do que no florescimento da planta, fase em
que houve também maior atividade respiratdria (Figura 15.d). Nessa fase do ciclo
da planta, a presenca do FMA também estimulou, em 30%, a atividade da enzima.
Entretanto, nessa mesma fase do ciclo da planta, essa nao foi alterada pelas altas
concentracdes do Pb no solo colhido na maturidade da planta. Isto ocorreu no
florescimento, quando a atividade da enzima no solo com presenca do FMA foi de
33%, na dose de 300, e de 26% na dose de 600 mg dm™ de Pb no solo sem
inéculo do FMA (Figura 15.b). No solo com inoculagéo do FMA, a reducéo da
atividade em funcdo do aumento na dose de Pb foi quadratica atingindo um
méximo em torno de 450 mg.dm™ de Pb. No solo que ndo recebeu inéculo do
FMA a reducgéo foi linear com o aumento do nivel de Pb do solo. A atividade da
arilssulfatase no salo com presenca do FMA foi mais fortemente influenciada pelo
excesso de Pb do que no solo sem FMA, embora neste ultimo maiores
concentragdes de Pb tinham levado a redugdes muito mais acentuadas.

Assim como aqui observado, Kandeler et al.(1996) também relataram uma
diminuicdo na atividade de varias enzimas, entre elas a arilssulfatase, urease,
fosfatase, desidrogenase e outras relacionadas com a ciclagem do C devido a
contaminagdo por metais pesados. A arilssulfatase e a desidrogenase foram as
mais afetadas pelos altos niveis de metais pesados, sugerindo que 0s solos
contaminados com metais pesados perdem propriedades bioquimicas muito

comuns que Sao necessdrias para o funcionamento do ecossistema. Os
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resultados do presente estudo, de certa forma confirmam essa hipotese, porque
as trés enzimas analisadas, em maior ou menor grau, foram afetadas pela alta
disponibilidade de Pb no solo. -

Speir et al. (1999) alertaram sobre a diminuicio da atividade da sulfatase e
da fosfatase, especificamente, como resultado da diminuicdo do pH causado pela
aplicacdo de sais formados por MPs e nitrato. Observaram que a reducdo da
sulfatase foi devida, principalmente, ao efeito de acidificagdo do solo provocado
pelo NO3 e ndo a presenca do metal. Explicam que a exposi¢édo dos solos por
varios dias a acidez ou a sais metalicos teriam um efeito inibitdrio dessas enzimas
devido, provavelmente, a desnaturacdo da enzima. No presente experimento, a
acidificacdo devida a quantidade de nitrato adicionada junto com o Pb n&o tenha
sido a causa da redugéo na atividade das enzimas, porque essa foi mais de trés
vezes menor do que a dose minima aplicada no experimento de Speir et al.
(1999), além de né&o ter sido observada diminuigdo do Ph com o aumento da dose
de Pb. Portanto, atribui-se ao Pb o fato de ter havido redugdo na atividade das
enzimas.

A atividade das enzimas arilssulfatase e desidrogenase nado se
correlacionou significativamente com a biomassa microbiana. Entretanto, no caso
da fosfatase houve correlagéo positiva entre C-biomassa e atividade da enzima,
sugerindo que, pelo menos parcialmente, a diminuicdo observada na atividade da
enzima foi devida a uma diminui¢&o na biomassa e ndo somente ao efeito direto
do metal. Os resultados indicaram que variaveis de importancia na determinacéo
da atividade microbiana do solo foram afetadas negativamente pela quantidade de

Pb adicionada ao solo, indicando a necessidade de mais estudos sobre o efeito de
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metais pesados no ecossistema edafico. Atividades relacionadas com a ciclagem
de nutrientes poderiam estar seriamente prejudicadas pela contaminac@o por
metais pesados. Tais metais s&o de pouca mobilidade no solo, de dificil remogao e
sua permanéncia no solo pode acarretar diminuigdo na mineralizagdo de
compostos organicos. Estudos como o apresentado nesta dissertagdo, mesmo
que néo representem fielmente as condigcées em solos naturais contaminados por
metais, permitem separar o efeito de um determinado metal, j&a que em solos
poluidos muitas vezes ha uma contaminagdo por diversos metais sendo dificil
determinar qual deles é o responsavel pelos efeitos produzidos no ecossistema, ja
que pode ocorrer sinergismo ou antagonismo entre os diferentes metais,
dificultando a explicacdo dos resultados. Pelo fato de se empregar um meio tao
complexo como o solo, em que ha uma grande diversidade de microhabitats com
diferentes condicdes fisico-quimicas e biolégicas, ja s&o esperados, muitas vezes,

resultados contraditérios e de dificil interpretacao.
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. Conclusoes

Concentragdes de Pb no solo na faixa de 150 a 600 mg dm? interferem no
estabelecimento da dupla simbiose, com FMA e rizébio com soja, e na

perpetuacéo do fungo no solo.

O FMA G. macrocarpum, n&o protege a planta do actmulo fitotdxico de Pb na

parte aérea da soja, mas confere tolerancia.

Plantas colonizadas pelo FMA apresentam menores teores de Pb na parte

aérea na doses mais altas de Pb adicionadas.

O papel do FMA na protegdo da planta ao excesso de Pb no solo é mais

importante em condigbes de baixa saturacdo por bases (V% de 63).

O Pb afeta negativamente o C-biomassa e a atividade microbiana do solo,
ocorrendo interagdo entre a inoculagdo do FMA e o estadio de

desenvolvimento da planta.

A atividade da fosfatase alcalina € um indicador adequado na avaliagdo do
estresse causado pelo Pb no solo, o que ja ndo ocorre com a atividade da

desidrogenase e da arilssulfatase.
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Apéndice

Experimento |

Apéndice 1. Comparag¢ao das médias, pelo teste de Tukey a 5%, entre os fatores
FMA e V% para as variaveis analisadas. a, b- compara médias dos tratamentos
com e sem FMA dentro da mesma V%, x, y- compara médias de V%, dentro do

fator FMA. (CF- com inoculacdgo FMA; SF- sem inoculagdo FMA; n.d.- néo

determinado; d.m.s.- diferenga minima significativa).

V 90%
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Matéria seca, g planta™
0 1,14 b x 3,27 ax 1,40 b x 324 ax
75 099by 3,04 ax 1,49 b x 3, 0tax
37,5 094by 2,52ax 1,43 bx 2.89ax
150 0,94 b x 267ax 1,30 b x 2,80ax
300 1,01 bx 2,18 ax 1,16 b x 240 ax
d.m.s. 5% = 0,37
Teor de Pb na MS, mg kg™
0 3,95ax 452ax 2,62 ax 3,31ax
7,5 419 ax 416 ax 517 ax 460ax
37,5 495ax 5,57 ax 13,77 ax 12,91 ax
150 7.31ay 7.9%ay 70,98 ax 46,02 b x
300 16,12ay 14,83 ay 144,77 ax 93,92 b x
dm.s 5% =9,17
Pb acumulado na MS, g planta™
0 457 ax 1443 ax 3,83ax 10,36 ax
7,5 4,12ax 12,64 ax 782ax 13,78 ax
37,5 446ay 1468 ay 19,43 a x 37,37 ax
150 7.05ay 2117 ay 91,58 bx 129,79 ax
300 16,80 ay 31,711 ay 166,42 b x 229,44 a x
d.m.s 5% = 18,00
Teor de P na MS, g kg™
0 032ay 041ay 0,78 bx 1,05 a x
75 0,32by 049ay 0,72b x 1.21ax
37,5 031by 0,52ay 0,62 bx 1,36 ax
150 023by 0,52ay 0,75 bx 1,18 ax
300 027by 047ay 0,61 bx 1,06 ax

d.ms 5% =0,14
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continuacao

V 80% V 55%
Pb adicionado SE CF SF CF
mg dm™
P acumulado na MS, mg planta‘1
0 0,38by 137ay 1,11 bx 3.37ax
7,5 0,31by 146ay 1,08 bx 364ax
37,5 028by 137ay 0,89 bx 391ax
150 022by 140ay 0,96 b x 3,35ax
300 0,29by 1,01ay 0,70bx 261ax
d.m.s 5% = 0,45
Teor de Ca na MS, g kg™
0 7,56 ay 590 ay 18,47 ax 11,53 b x
7,5 809ay 6,13ay 18,95 ax 13,39 b x
37,5 834ay 742ay 17,19 ax 1445bx
150 511 by 789ay 18,26 a x 14,57 b x
300 707ay 753 ay 19,34 a x 1466 b x
d.m.s 5% = 2,53
Ca acumulado na MS, mg planta™
0 9,08by 1990 ay 2583 bx 37,27 ax
7,5 801by 1866 ay 28,35 b x 40,36 ax
37,5 748by 18,71 ay 24,29 b x 4160 ax
150 492by 20,72 ay 2317 b x 40,96 a x
300 743 by 1543 ay 22,50 b x 36,23 ax
d.m.s 5% = 5,65
Teor de Mg, g kg™
0 220ay 1,42ay 470 ax 3,04 bx
7.5 224 ay 142ay 512ax 3,18 bx
37,5 211ay 166ay 510ax 3,35bx
150 146ay 1,79 ay 514 ax 3,31 bx
300 180ay 1,77 ay 5,39 ax 346 bx
d.m.s 5% = 0,80
Mg acumulado na MS, mg planta™
0 264by 486ay 6,60 b x 9,89 ax
7,5 219by 432ay 757 bx 9,60 ax
37,5 193by 417 ay 7,28 b x 9,71ax
150 1,39by 478 ay 7,33 bx 9,30 ax
300 1,99by 361ay 6,10bx 843 ax
d.m.s 5% = 0,46
Teor de Mn, mg kg™
] 353ay 20,0ay 78,1 ax 496 bx
7.5 359ay 179ay 83,9 a x 61,0 bx
37,5 36,2ay 239ay 72,8 ax 67,9ax
150 309ay 294ay 136,1 ax 63,5bx
300 351ay 284 ay 1944 a x 117,5bx

d.m.s 5% = 19,55
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continuacao

V 90% V 55%
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm”
Mn acumulado na MS, pg planta™
0 411ay 503ay 109,1 b x 160,0 a x
7,5 348ay 543ay 125,5 b x 183,9 a x
375 322ay 604ay 131.9 b x 192.9 a x
150 295by 769ay 171,5ax 178,2 ax
300 3B4day 576ay 232,3bx 278,0 ax
d.m.s 5% = 33,79
Teor de Fe na MS, mg kg™
0 50,17 ay 4364 ay 95,1 ax 100,7 a x
7,5 66,20ay 50,55ay 122,3 ax 111,9ax
37,5 59,21 ax 51,09ay 79,3 bx 1356 ax
150 39.92ay 49.95ay 78.0 bx 124.4 a x
300 4287 ay 50,35ay 114,2 ax 120,3 ax
d.m.s 5% = 25,4
Fe acumulado na MS, g planta™
0 58,9b x 146,3ay 137,2bx 322ax
7,5 66,5bx 1549 ay 182,0 bx 331ax
375 52,7bx 1309ay 129,9 b x 394 ax
150 378by 1548ay 119,3 b x 354 ax
300 446ay 106,7ay 134,1 bx 298 a x
d.m.s 5% = 68,4
Teor de Zn na MS, mg kg™
0 17.88ay 10,33 by 53,01 ax 36,86 b x
7,5 2047 ay 12,01 by 64,51 ax 44 76b x
37,5 1945ay 19,00 ay 55,23 ax 4481 bx
150 11,23 ay 11,50 ay 54,76 ax 41,36 bx
300 1293 ay 16,18 ay 61,16 ax 44 48 bx
d.m.s 5% = 4,27
Zn acumulado na MS, ug planta™
0 20by 72ay 36 bx 120 a x
7.5 16by 103 ay 32bx 132 ax
37,5 15by 86ay 37bx 118 ax
150 10by 82ay 39bx 116 ax
300 18by 101ay 32bx 95 ax

d.m.s 5% = 19,86
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Experimento I
Apéndice 2. Comparagdo das médias, pelo teste de Tukey a 5%, entre os fatores

FMA e época para as variaveis analisadas. a, b- compara médias dos tratamentos
com e sem FMA dentro da mesma V%; x, y- compara médias de época, dentro do
fator FMA. (CF- com inoculaggdo FMA; SF- sem inoculagdo FMA; n.d.- nao

determinado; d.m.s.- diferenga minima significativa).

FLORESCIMENTO MATURAGCAO DO GRAO
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm”
C-biomassa microbiana, ug de C g™ de solo
0 120,3 ax 1509 ay 65,3 bx 276,1 ax
150 121,7 ax 116,6 ax 56,5 ax 83,2 ax
300 93,1 ax 159,5 ax 37,3 ax 744 ay
600 90,8 ax 62,1 ax 54,9 ax 514 ay
d.m.s 5%= 70,10
Respiracdo do solo, pg de CO, g™ dia™
0 27,27 ax 31,95 ax 853 by 19,40 ay
150 20,64 ax 26,88 ax 1144 by 18,71 ay
300 18,73 bx 32,22 ax 12,85 ax 17,55 ay
600 18,64 bx 25,61 ax 8,60 ay 9,50 ay
d.m.s 5% = 6,51
Quociente metabolico,ug de C-CO; h-1
0 94,78 ax 68,22 ax 48,69 ax 23,01 ax
150 80,74 ay 113,60 ax 154,44 ax 146,47 ax
300 85,23 ay 109,44 ax 156,27 a x 102,08 ax
600 76,28 ax 120,22 ax 112,18 ax 86,60 ax
d.m.s 5% = 65,85
Atividade desidrogenase, ug de TTC g'1 h'
0 27,05 ax 30,39 ax 15,81 ay 14,30 ay
150 30,62 ax 29,96 ax 15,74 ay 13,95 ay
300 32,82 bx 22,96 ax 17,09 ay 13,84 ay
600 32,17 bx 23,07 ax 17,80 ay 13,55 ay

d.m.s 5% = 5,19

Atividade fosfatase alcalina, ug de p-nitrofenoffosfato g‘1 h'

0 6509 by 1076,7 ax 997.9 ax 853,5 ay
150 365,2 bx 656,2 ax 336,1 ax 3721 ay
300 678,2 ax 626,8 ax 3804 ay 470,8 ax
600 561,1 ax 5251 ax 4016 ax 3871 ax

dm.s5% =172,4
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continuacéo

FLORESCIMENTO MATURACAO DO GRAO
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Atividade arilssulfatase, ug de p-nitrofenolfosfato g™ h*

0 182,3 ax 1711 ay 146,5 by 2044 ax
150 160,4 ax 1421 ay 145,7 bx 199,8 ax
300 157,1 ax 1113 by 154,3 bx 195,8 ax
600 134,3 ay 1272 ay 168,8 b x 197,6 ax

d.m.s 5% = 20,61

Esporulagdo, namero de esporos/50 mL de solo

0 n.d n.d n.d 1055
150 nd n.d nd 747
300 n.d n.d nd 682
600 nd n.d nd 339

Colonizagao micorrizica, %

0 nd 33,66 x nd 36,11 x
150 n.d 24,89 x nd 23,14 x
300 n.d 29,02 x n.d 26,44 x
600 n.d 15,04 x nd 21,62 x

d.m.s 5% =6,72
Numero de nédulos, nédulos vaso™

0 123 b 58,8 a nd n.d
150 338 b 52,3 a n.d nd
300 73 b 470 a nd n.d
600 88 b 34,5 a nd n.d

d.m.s 5% =0,78
Matéria seca dos nédulos, mg vaso™

0 50 b 139,8 a nd n.d
150 228 b 158,8 a n.d nd
300 21b 100,8 a nd nd
600 20 b 71,2 a nd n.d

d.m.s 5% = 39,87
Namero de vagens, vagens vaso™'

0 nd nd 48 b 14,0 a
150 n.d nd 48b 12,3 a
300 n.d nd 38D 83 a
600 n.d nd 38D 93 a

d.m.s 5% = 0,39
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continuacao

FLORESCIMENTO MATURACAO DO GRAO
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Matéria seca das vagens, g vaso™
0 n.d nd 03 b 1,7 a
150 n.d n.d 05b 1,9 a
300 n.d nd 03 b 1.2 a
600 nd nd 02b 14 a
d.m.s 5% = 0,607
Matéria seca da parte aérea da soja, g vaso™
0 1,66 ax 2,30 ay 2,32 bx 5,29 ax
150 1,68 ay 2,05 ay 2,60 bx 5,03 ax
300 1,88 ax 248 ay 1,95 bx 5,52 ax
600 1,79 ax 245 ay 1,71 bx 4,96 ax
d.m.s 5% = 0,86
Teor de N na MS, g kg™
0 44,93 ax 38,80 ax 43,13 ax 25,00 by
150 38,75 ax 39,05 ax 35,73 ax 27,73 by
300 37,05 ay 29,88 bx 44 98 ax 25,58 bx
600 3745 ay 37,08 ax 44,58 ax 26,25 by
d.m.s 5% =7,08
Teor de P na MS, g kg™
0 0,79 bx 2,23 ax 0,58 bx 1,20 ay
150 0,89 bx 2,71 ax 0,81 ax 1,33 ay
300 0,98 bx 3,10 ax 0,53 bx 1,49 ay
600 1,12 bx 2,04 ax 0,64 bx 1,53 ax
d.m.s 5% = 0,54
Teor de K na MS, g kg™
0 12,05 bx 15,85ax 10,60 bx 13,15 ay
150 12,83 b x 15,85 ax 12,58 ax 13,03 ay
300 12,60 bx 16,63 ax 10,63 bx 13,15 ay
600 11,65 bx 15,20 ax 10,75 ax 12,23 ay
d.m.s 5% = 2,31
Teor de Ca na MS, g kg™
0 11,74 by 14,03 ax 14,06 ax 10,15 by
150 11,52 bx 13,82 ax 12,24 ax 10,10 ay
300 10,08 ax 11,18 ax 10,84 ax 9,40 ax
600 11,00 ax 12,25 ax 9,88 ax 9,25 ay

d.m.s 5% = 2,03
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continuacao

FLORESCIMENTO MATURACAO DO GRAO
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Teor de Mg na MS, g kg™
0 3,87 ax 431 ax 4,09 ax 2,79 by
150 4,03 ax 431 ax 3,35 ay 2,71 by
300 3,63 ax 3,66 ax 3,22 ay 267 by
600 3,90 ax 3,84 ax 3,55 ay 260 by
d.m.s 5% = 0,51
Teor de S na MS, g kg™
0 164 bx 223 ax 1,73 ax 1,97 ax
150 1,76 bx 252 ax 1,98 ax 204 ay
300 1,68 bx 2,70 ax 161 ax 211 ay
600 1.89 ax 217 ax 1,61 ax 2,16 ax
d.m.s 5% = 0,31
N acumulado na MS, g vaso™
0 73,12 ay 87,78 ay 98,22 bx 131,27 ax
150 64,39 ay 79,59 ay 88,13 bx 140,48 ax
300 68,61 ax 72,55 ay 86,42 bx 140,39 ax
600 66,49 bx 90,04 ay 75,92 bx 128,13 ax
d.m.s 5% =22,5
P acumulado na MS, g vaso™
0 1,30 bx 497 ax 1,33 bx 6,42 ax
150 1,48 bx 5,67 ax 2,25 bx 6,71 ax
300 1,82 bx 7,67 ax 1,04 bx 8,26 ax
600 2,01 bx 491 ay 1,08 bx 7,66 ax
d.m.s 5% = 1,97
K acumulado na MS, g vaso™
0 20,23 bx 35,99 ay 24,74 bx 69,14 ax
150 21,58 ax 32,84 ay 34,77 bx 65,79 ax
300 23,64 bx 41,13 ay 21,96 b x 72,28 ax
600 20,83 bx 36,97 ay 18,30 bx 60,92 ax
d.m.s 5% = 13,6
Ca acumulado na MS, g. vaso™
0 19,20 by 32,39 ay 32,68 bx 54,10 ax
150 19,30 ay 28,29 ay 31,93 bx 50,46 ax
300 18,67 ax 2782 ay 20,90 bx 52,29 ax
600 19,48 ax 29,70 ay 16,74 bx 4537 ax

d.m.s 5% = 10,30
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continuacao

FLORESCIMENTO

MATURACAO DO GRAO

Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Mg acumulado na MS, g vaso™
0 6,33 by 987 ay 11,35 bx 14,79 ax
150 6,74 ay 8,83 ay 10,22 bx 13,59 ax
300 6,69 ax 903 ay 7,22 bx 14,90 ax
600 6,91 ax 9,37 ay 6,03 bx 12,91 ax
d.m.s 5% = 2,93
S acumulado na MS, g vaso™
0 2,70 bx 509 ay 400 bx 10,48 ax
150 294 by 521 ay 534 bx 10,22 ax
300 3,14 bx 6,71 ay 3,13 bx 11,59 ax
600 3,37 ax 527 ay 2,74 bx 10,66 ax
d.m.s 5% =1.95
Teor de Cu na MS, mg kg™
0 13,26 ay 15,69 ax 19,09 ax 10,95 bx
150 12,65 ay 16,25 ax 20,78 ax 10,99 by
300 11,17 bx 18,00 ax 12,10 ax 10,86 ay
600 15,05 ax 17,67 ax 10,38 ax 10,47 ay
d.m.s 5% = 4,93
Teor de Fe na MS, mg kg™
0 11,90 ay 12,61 ax 27,28 ax 11,21 bx
150 23,88 ay 1410 ax 40,90 ax 12,28 bx
300 10,10 ax 13,81 ax 13,33 ax 10,79 ax
600 13,37 ax 18,16 ax 18,07 ax 11,98 ax
d.m.s 5% = 12,82
Teor de Mn na MS, mg kg™
0 52,3 ax 411 ax 64.3 ax 316 ax
150 1181 by 151,1 ax 1549 ax 103,8 ax
300 108,7 ay 122,5 ax 151,9 ax 96,4 ax
600 93,5 ax 106,7 ax 97,9 ax 743 ay
d.m.s 5% = 24,95
Teor de Zn na MS, mg kg™
0 165 a x 202 ax 266 ax 173 ax
150 171 ay 239 ax 314 ax 188 ax
300 134 ax 211 ax 197 ax 177 ax
600 163 bx 319 ax 193 ax 170 ay

d.m.s 5% =114,6
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continuacéo

FLORESCIMENTO MATURACAO DO GRAO
Pb adicionado SF CF SF CF
mg dm™
Teor de Pb na MS, mg kg™
0 1,26 ax 0,10 ax 0,60 ax 0,27 ax
150 3,54 ax 489 ax 6,27 ax 7,25 ax
300 9,06 ax 964 ax 12,66 ax 11,71 ax
600 2461 ax 2161 ax 27,68 ax 19,37 bx
d.m.s 5% = 3,98
Cu acumulado na MS, ;g vaso™
0 21,43 ay 3542 ay 4470 a x 57,91 ax
150 21,15 ay 33,47 ay 51,86 ax 5518 ax
300 20,08 ax 66,16 ax 22,74 bx 60,02 ax
600 26,09 ax 41,97 ax 1,.59 bx 51,47 ax
d.m.s 5% =18,9
Fe acumulado na MS, pg vaso™
0 19,50 ay 29,17 ay 66,01 ax 59,65 ax
150 39,53 ay 2848 ay 92,96 ax 60,78 bx
300 18,25 ax 3423 ax 24,79 bx 59,50 ax
600 2422 ax 4269 ax 29,78 bx 60,11 ax
d.m.s 5% = 26,30
Mn acumulado na MS, ug vaso™
0 89,5 ax 940 ax 150,0 ax 168,6 ax
150 1951 by 3085 ay 3930 bx 515,3 ax
300 200,5 by 303,2 ay 288,1 bx 538,0 ax
600 165,8 bx 2597 ay 166,2 bx 364,5 ax
d.m.s 5% = 85,74
Zn acumulado na MS, pg vaso™
0 271 ay 463 ay 618 bx 919 ax
150 285 ay 494 ay 811 ax 937 ax
300 246 ax 523 ay 375 bx 983 ax
600 297 bx 737 ax 326 bx 839 ax
d.m.s 5% = 291
Pb acumulado na MS, g vaso™
0 2,33 ax 0,23 ax 1,39 ax 1,35 ax
150 5,78 ay 10,08 ay 17,42 bx 36,35 ax
300 17,14 ax 23,98 ay 25,18 bx 64,00 ax
600 43,87 ax 51,84 ay 47,03 bx 93,34 ax

d.m.s 5% =10,78
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