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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia do Solo
Universidade Federal de Santa Maria

RHIZOPHAGUS CLARUS E FOSFORO EM CROTALARIA JUNCEA

EM SOLO COM ALTOS TEORES DE COBRE
AUTOR: GLAUCIA REGINA ZAFERI MOSER
ORIENTADOR: PROF. Dr. CARLOS ALBERTO CERETTA
COORIENTADOR: Dr. PAULO ADEMAR AVELAR FERREIRA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de Julho de 2013.

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) podem aumentar a tolerancia das
plantas a metais pesados, bem com sua capacidade de melhorar a aquisicdo de
fésforo (P). O estudo objetivou avaliar como a inoculacdo com FMA e a aplicacao de
P podem remediar os efeitos de altos teores de Cu no solo sobre Crotalaria juncea.
Foram avaliados os efeitos de FMA e P sobre o crescimento de plantas, a atividade
enzimatica de fosfatase acida (APases) na planta e no solo, bem como a presenca
de glomalina. O experimento foi montado em casa de vegetagdo em esquema
fatorial 3 x 2 (teor natural de P, 40 e 100 mg kg™ de P, com e sem inoculacdo de
Rhizophagus clarus com trés repeticoes em um solo com altos teores de Cu (60 mg
kg™). Além destes tratamentos de P e FMA em solo com altos teores de Cu foram
avaliados dois tratamentos adicionais em solo com teores naturais de Cu (0.55 mg
kg') contendo 40 mg kg* P, com e sem inoculacgdo de FMA. Os resultados
demonstram que a combinacdo entre fosforo e o FMA (Rhizophagus clarus) pode
ser uma estratégia interessante para a reducao da fitotoxidez de Cu em Crotalaria
juncea, pois proporcionaram incrementos na producdo de matéria seca das plantas
e uma diminuicdo na atividade das enzimas APases &cida no solo e nas plantas.
Além disso, foi demonstrado que o aumento nos teores de glomalina produzida
pelos FMA pode diminuir a disponibilidade do Cu para as plantas com consequente
efeito fitoprotetor.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Cobre. Glomalina e fosfatase acida.



ABSTRACT

Master’s Dissertation in Soil Science
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RHIZOPHAGUS CLARUS AND PHOSPHORUS IN CROTALARIA

JUNCEA IN SOIL WITH HIGH LEVELS OF COPPER
AUTHOR: GLAUCIA REGINA ZAFERI MOSER
SUPERVISOR: Dr. CARLOS ALBRETO CERETTA
Date and Location of Defense: Santa Maria, July 22", 2013

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) can increase the tolerance of plants to heavy
metals, as well as their ability to enhance the acquisition of phosphorus (P). The aim
of this study was to evaluate how the inoculation with AMF and P application can
remedy the effects of high levels of copper (Cu) in the soil on Crotalaria juncea. The
effects of AMF and P on the growth of plants, the enzymatic activity of acid
phosphatase (APases) in plant and soil as well as the presence of glomalina. The
experiment was conducted in a greenhouse in a 3 x 2 factorial arrangement (natural
content of P, 40 and 100 mg kg™ of P, with and without inoculation Rhizophagus
clarus) with three replications in a soil with high levels of Cu (60 mg kg -1). Besides
the treatments of P and AMF in soil with high levels of Cu, were evaluated two
additional treatments in soil with natural levels of Cu (0.55 mg kg™) containing 40 mg
kg™ of P, with and without AMF inoculation. The results showed that the combination
of P and AMF (Rhizophagus clarus) may be an interesting strategy for the reduction
of Cu phytotoxicity in Crotalaria juncea, as provided increments in dry matter
production of plants and a decrease in the activity of acidic enzyme APases in soil
and plants. Furthermore, it was showed that Glomalin produced by AMF can
decrease Cu availability to the plants with phytoprotector consequent effect.

Keywords: Phytoremediation. Copper. Glomlin. Acid phosphatase activity.
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1 REFERENCIAL TEORICO

Metais pesados como o Cobre sdo essenciais para um bom crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois sdo componentes de muitas enzimas, proteinas e
catalisam o fluxo de elétrons e as reacbes de oxidacdo-reducdo nas células
vegetais, desempenhando papel importante na fotossintese, respiracdo, além de
atuarem na reducdo e fixagdo de nitrogénio que ocorre no interior dos nédulos nas
raizes de leguminosas. Porém, as quantidades de Cu requeridas sao muito baixas,
por este motivo este elemento € considerado um micronutriente. Quando se
encontra em altas concentracdes na solucdo do solo, o Cu pode proporcionar algum
tipo de estresse as plantas, tornando-se um elemento téxico ao seu
desenvolvimento. Os sintomas de toxidez do Cu podem variar entre as espécies
vegetais. Contudo, geralmente se observa alteracdes drasticas nos tecidos vegetais,
em nivel bioquimico e fisiolégico, os quais podem resultar em perdas consideraveis
para o potencial produtivo das plantas. O excesso de cobre reduz o crescimento das
raizes, induz a deficiéncia de Fe na parte aérea, diminuicdo da biomassa e clorose
internerval. Este elemento amplamente distribuido nos solos e rochas onde ocorre
naturalmente em baixas concentracées. No entanto a acao antropica pode alterar os
teores naturais elevando suas concentracdes e disponibilidade que podem favorecer
a contaminagao e consequentemente, acarretar problemas aos ecossistemas.

A regido da Campanha Gaulcha destaca-se como uma importante produtora
de uvas viniferas do estado do Rio Grande do Sul-Brasil. Esta regido oferece
condi¢cbes edafoclimaticas propicias para o cultivo da videira e, por isso, nos ultimos
anos tem recebido investimentos para aumentar a area plantada e atualmente
ultrapassa os 2.000 ha de area cultivada (PROTAS & CAMARGO, 2011). Desde a
década de 70, quando instalaram-se os primeiros vinhedos, ocorreu uma utilizacao
intensiva da calda bordalesa (Ca(OH), + CuSQ,), para o controle e prevencao de
doencas fungicas foliares ocasionadas pela umidade e clima caracteristico desta
regido considerado umido, quando comparado a regides produtoras tradicionais da
Europa Argentina e Chile. As aplica¢gfes repetidas deste fungicidas a base de Cu,
causaram o0 acumulo deste elemento nas camadas superficiais de solos (MIOTTO,

2012). Contudo, o teor de Cu em solos de vinhedos pode ser bastante variavel em
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funcdo da frequéncia de aplicacdo de fungicidas cupricos e das caracteristicas
fisico-quimicas dos solos (CASALI et al., 2008; NOGUEIROL et al., 2010). A
biodisponibilidade de Cu nos solos da Campanha Gaucha é elevada, pois sao
verificados baixos valores de pH do solo, baixa CTC, textura arenosa e baixos teores
de oxidos e de matéria organica (GIROTTO, 2010).

A presenca de altos teores do Cu na camada superficial reduz o
desenvolvimento de plantas herbaceas espontaneas ou introduzidas que
normalmente séo cultivadas nas entre linhas dos vinhedos (PANOU-FILOTHEOQOU et
al., 2001). Na auséncia dessa cobertura vegetal nas entrelinhas dos vinhedos o
transporte de particulas via escoamento superficial € potencializado e a
transferéncia do Cu para as aguas superficiais pode ocorrer, assim como sua
percolacdo no perfil do solo (KARATHANASIS, 1999), uma vez que na auséncia de
raizes ndo h& possibilidade de absor¢éo e ciclagem do cobre no sistema solo-planta.

Uma estratégia para reabilitar estas areas contaminadas com Cu é a
introducéo de plantas de cobertura tolerantes, visando o aporte de matéria organica
neste solo. A crotalaria (Crotalaria juncea) vem sendo utilizada como cobertura
vegetal bem adaptada as areas tropicais e subtropicais e tem se destacado devido a
tolerdncia a seca e adaptacdo as condicdes edafoclimaticas dessas regides.
Inicialmente era considerada uma planta daninha, mas atualmente ela tem
importancia econdmica tanto pelo seu uso no controle de nematoides, quanto pela
producado de forragem, producéo de fibras, adubacao verde, e controle da erosdo do
solo. A Crotalaria juncea é muito eficiente como produtora de massa vegetal e como
fixadora de nitrogénio, além de possuir um sistema radicular muito bem
desenvolvido. A producdo de biomassa de plantas forrageiras pode ser favorecida
pelo o estabelecimento de simbioses radiculares como as bactérias fixadoras de
nitrogénio e as micorrizas. Especificamente, a C. juncea apresenta estes dois tipos
de simbioses, mas é necessario mais estudos quanto ao papel destas na protecao
das plantas ao excesso de metais pesados, como o Cu, e seu consequente efeito na
producao de biomassa.

Microrganismos do solo em simbiose com as plantas podem desempenhar
importante papel na protecdo destas ao excesso de metais pesados. Fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) tém papel amplamente reconhecido no
estabelecimento de espécies vegetais em areas degradadas pela acdo antropica,

inclusive naquelas contaminadas por metais pesados, auxiliando na nutricdo e no
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aumento da tolerancia das plantas a essas condi¢cdes adversas (Soares et al., 2006).
Os FMAs podem melhorar o equilibrio da nutricdo mineral, especialmente para
nutrientes essenciais. Quando estes estdo em falta a sua absorcdo pode ser
estimulada, e quando estdo presentes em excesso, a sua absorcéo pode ser inibida.
Deste modo pode ocorrer um efeito de diluicAo de metais pesados na parte aérea
em decorrencia do maior crescimento da planta. Além disso, mecanismos envolvidos
na menor absor¢cdo de metais toxicos podem incluir a precipitacdo ou quelacdo dos
elementos na rizosfera, elevacdo do pH na micorrizosfera afetando a mobilidade e
biodisponibilidade destes metais (CHRISTIE et al., 2004), aprisionamento de
grandes quantidades de metais nas estruturas fungicas como micélio e hifas (Cabral
et al., 2008), com consequente reducdo na translocacdo para a parte aérea.

Trabalhos recentes indicam ainda que a producao de glicoproteinas insolaveis
denominadas “glomalinas” que séo sintetizadas em grande quantidade pelas hifas
de FMAs, além de exercer um importante papel na agregacdo do solo e ser um
importante contribuinte para o carbono organico do solo, vem sendo associada a
estabilizacdo de metais contaminantes do solo tais como Cu, Cd, Pb (Gonzélez-
Chéavez et al., 2002). A estrutura da glomalina ainda ndo foi completamente definida,
mas esta molécula parece ser um complexo de estruturas monomeéricas repetidas,
reunidas por interac¢des hidrofébicas, que contém ferro fortemente aderido.
Evidéncias preliminares sugerem que cations sdo aderidos a glomalina em
guantidades que variam de acordo para diferentes solos (WRIGHT e UPADHYAYA,
1998). Estudos mostraram que a glomalina extraida de dois solos contaminados
continha 1,6 e 4,3 mg de Cu g * de glomalina confirmando que esta glicoproteina
sequestra Cu por reacles reversiveis e, possivelmente, por complexacdo forte
(GONZALES-CHAVES et al., 2004). Esta capacidade de FMA para sequestrar e
acumular metais pesados em uma forma ndo toxica pode ajudar a aumentar a
adaptacao das plantas e a qualidade do solo em areas poluidas.

Dentre os varios mecanismos de protecdo, ainda é possivel que as micorrizas
possam contribuir para reduzir a fitotoxidez dos metais em decorréncia da melhor
nutricdo do aumento da aquisicdo de P pela planta hospedeira (CHRISTIE et al.,
2004). Alguns estudos indicam que o suprimento adequado de P possibilita também
0 aumento da retencdo de metais pesados nas raizes das plantas, restringindo,
assim, o transporte desses elementos para a parte aérea (SOARES et al., 2006).

Isto acontece devido ao metal formar complexos com o P e ficar retido nas raizes
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(VAN STEVENINCK et al., 1994). Trabalhos nesta area demonstraram que mesmo
em concentracdes toxicas de Zn, a adicdo de altas doses de P possibilitou maior
producdo de matéria seca das plantas em comparacdo aquelas com baixo
fornecimento de P. O aumento de P ainda retardou o aparecimento de sintomas de
toxidez de Zn e elevou a dose critica de toxidez, indicando que o aumento no
fornecimento de P a solugéo teve efeito amenizante da fitotoxidez de Zn (SOARES
et al., 2006).

Além dos FMA, o aumento do teor de P no solo, derivado de adubacdes ao
longo dos ciclos das videiras, pode reduzir a disponibilidade de Cu na solugéao
através da adsorcdo do fosfato por colbéides do solo adicionando carga negativa a
superficie das particulas absorventes, e assim, tende a aumentar a sua afinidade por
cations como o Cu, potencializando a formacdo de complexos ternarios do tipo
6xido-fosfato-metal (BARROW, 1999; PEREZ-NOVO et al., 2009). Ainda é possivel
que o Cu possa se ligar ao fosfato na solugcdo formando complexos insoluveis,
(AYATI & MADSEN, 2001; CAOQ et al., 2003), o que diminui a disponibilidade do Cu
na solucdo e, por consequéncia, a sua fitotoxidade. Desta forma, solos com
elevadas concentracdes de Cu podem reduzir a presenca do P na solucéo do solo,
reduzindo assim a disponibilidade para as plantas. Com isso, as plantas podem
desenvolver mecanismos fisioldgicos para aumentar a aquisicdo deste nutriente.
Dentre os mecanismos destaca-se a fosfatase acida do solo que hidrolisa o éster-
fosfato preso ao P-orgéanico do solo, liberando o fosfato na solucdo do solo para
absorcdo pelas raizes proximas ou pelos microrganismos (TRESEDER &
VITOUSEK, 2001; PANT & WARMAN, 2000), permitindo a planta explorar nutrientes
organicos na solucéo do solo.

A atividade de fosfatase acida pode fornecer uma parcela significativa de
foésforo para as plantas (JONER et al., 2000). Estas enzimas extracelulares estéo
presentes em superficies radiculares e sdo exudadas pelas raizes para a rizosfera.
As hifas dos FMAs também produzem fosfatases extracelulares colaborando para a
aquisicdo de P (JONER et al., 2000). Assim como as proteinas, a fosfatase tem
relativamente altas concentracbes de N, e pode representar um investimento
significativo de nitrogénio. A atividade extracelular de fosfatase aumenta
substancialmente com adubac&o nitrogenada (PANT & WARMAN 2000). Deste
modo, o aumento da disponibilidade de nitrogénio através da melhor nutricdo obtida
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como um efeito indireto pela associacdo micorrizica, pode elevar a atividade
extracelular de fosfatase de plantas.

Nas folhas a fosfatase acida esta presente no apoplasto e em diferentes
compartimentos celulares (YONEYAMA et al. 2007), sugerindo que esta enzima esta
envolvida em varias vias metabdlicas, além de ser importante para a producao,
transporte e reciclagem de Pi (GARCIA et al., 2004). A presenca de metais tais como
0 mercurio e Zn pode afetar a atividade da fosfatase acida, mas a deficiéncia de
fésforo em plantas superiores (TABALDI et al. 2007), tem sido indicada como o
principal fator para o aumento da atividade de fosfatase &cida. Entretanto, este
aspecto tem sido pouco investigado em solos contendo excesso de metais em

condic@es tropicais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da aplicacdo de fésforo e inoculacdo de Rhizophagus clarus

sobre o crescimento da Crotalaria juncea, em solo com altos teores de cobre.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a atividade enziméatica da fosfatase acida no solo e na folha.
b) Avaliar a presenca de glomalina em solo com altos teores de cobre.

¢) Quantificar a colonizacdo micorrizica e nUmero de esporos em solo com

altos teores de cobre.



3 HIPOTESES

Os Rhizophagus clarus por atuarem como agentes de protecéo e também por
melhorarem a nutricdo das plantas, podem desempenhar importante papel na
tolerancia da Crotalaria juncea ao Cu favorecendo o seu desenvolvimento;

O fosforo pode diminuir a disponibilidade e a transferéncia de Cu para a parte

aérea amenizando a toxidez do Cu em Crotaléria juncea.



4 RHIZOPHAGUS CLARUS E FOSFORO EM CROTALARIA JUNCEA:
CRESCIMENTO, TEORES DE GLOMALINA E ATIVIDADE DA
FOSFATASE ACIDA EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE*

4.1 ABSTRACT

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can increase the plant tolerance to heavy
metals and its capacity to acquire phosphorus (P). The objectives of this study were: (1) to
evaluate the effect of P application and AMF inoculation in soils with high Cu content on the
growth of sunn (Crotalaria juncea), the acid phosphatase enzyme activity in plants and soil
and the presence of glomalin, (2) to identify if there is a synergistic interaction between AMF
inoculation and P application on soil with high levels of Cu. The experiment was carried out
in a greenhouse in a factorial 3 x 2 design (natural P content, addition of 40 and 100 mg kg™
P, with and without AMF) with three replicates in soil with high Cu content (60 mg kg™). In
addition to the treatments with P and AMF in soil with high Cu content, two additional
treatments were evaluated in soil with natural Cu content (0.55 mg kg™) containing 40 mg kg
! P, with and without AMF. The results showed that the combination of P and AMF
(Rhizophagus clarus) could be an adequate strategy to reduce Cu phytotoxicity in C. juncea,
since it resulted in an increase in plant dry mass production and a decrease in activity of
APase enzymes in soil and plants. Additionally, it was demonstrated that the glomalin
produced by the AMF might decrease the availability of Cu to the plants, with subsequent

plant protective effects.
4.2 INTRODUCAO

As videiras no Sul do Brasil sdo cultivadas em regides umidas, o que favorece a
incidéncia de doencas fungicas foliares que podem comprometer a produtividade de uva. Por
esta razdo, anualmente as videiras sdo submetidas a aplicagdes sucessivas de fungicidas
capricos foliares (Mackie et al., 2012), que ao longo dos anos causam o acumulo de cobre
(Cu) em solos de vinhedos (Casali et al., 2008; Nogueirol et al., 2010).

! Artigo submetido & revista Soil biology & biochimistry (Apresentado de acordo com as normas da revista)
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Os altos teores de Cu nas camadas superficiais do solo reduz o desenvolvimento de
plantas herbaceas espontneas ou introduzidas que normalmente sdo cultivadas nas
entrelinhas dos vinhedos (Panou-Filotheou et al., 2001). Além disso, parte do Cu pode estar
presente na solucdo do solo ou adsorvido a particulas minerais e organicas, podendo atingir
aguas superficiais adjacentes aos vinhedos (Karathanasis, 1999). Especialmente em solos com
textura arenosa, parte do Cu pode migrar no perfil do solo, potencializando a contaminagéo de
aguas subsuperficiais (Fernandez-Calvifio et al., 2012). Ao longo do ciclo da videira ou
depois da erradicacdo dos vinhedos, espécies de plantas de cobertura, como a Crotalaria
juncea podem ser cultivadas para proporcionar maior cobertura do solo e aumento no aporte
de residuos organicos ao solo.

A C. juncea pode ser favorecida pelo o estabelecimento de simbioses radiculares como
as bactérias fixadoras de nitrogénio e as micorrizas, mas pouco se conhece sobre o papel
destas na protecdo das plantas ao excesso de metais pesados como 0 Cu e seu consequente
efeito na producdo de biomassa e parametros fisiologicos. Atualmente, tem sido evidenciado
o efeito fitoprotetor dos FMAs para diferentes espécies de gramineas (Soares & Siqueira,
2008) e espécies arboreas (Treseder e Vitousek, 2001). Entretanto, tem sido sugerido que 0s
FMA podem contribuir para fitoprotecdo das plantas ao excesso de metais potencialmente
toxicos, envolvendo mecanismos tais como: efeito de diluicdo dos metais pesados nos tecidos
vegetais em decorréncia do favorecimento do crescimento da planta (Christie et al., 2004);
exclusdo da absorcdo por meio da precipitacdo ou quelacdo dos elementos na rizosfera
(Kaldorf et al., 1999); reducdo da absorcdo devido a retencdo e imobilizacdo dos metais
pesados nas estruturas fangicas (Khan et al., 2000; Zhu et al., 2001; Gonzalez-Chavez et al.,
2002), com consequente reducdo da transferéncia dos elementos das raizes para a parte aérea
(Joner et al., 2000; Christie et al., 2004). Estes efeitos dos FMA para as plantas simbidnticas
sdo diferenciados para os isolados fangicos testados e elementos contaminantes do solo (Silva
et al., 2006), o que pode estar relacionado com a capacidade de retencéo de metais pesados no
micélio fangico.

Estudos realizados com a espécie Rhizophagus clarus tém demonstrado capacidade
diferenciada na retencdo de Cu, Zn, Cd e Pb em tecidos dessa espécie in vitro (Cabral et al.,
2008). Tal comportamento foi atribuido a producdo de glicoproteinas denominadas
glomalinas pelos FMA, mas que ainda ndo foram avaliadas experimentalmente em solos
tropicais contendo excesso de metais pesados. Por atuarem como agentes de protecdo as
plantas e também por favorecerem a extracdo de metais pesados do solo (Christie et al.,

2004), estes fungos podem desempenhar importante papel na tolerancia das plantas a estes
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contaminantes, visto que a maioria das plantas formam a simbiose micorrizica mesmo em
condigdes de elevada contaminagdo (Klauberg-Filho et al., 2005).

Os FMA também podem reduzir a fitotoxidez dos metais as plantas em decorréncia do
aumento da aquisicdo de fosforo (P) pela planta hospedeira. Alguns estudos indicam que o
suprimento adequado de P possibilita também o aumento da retencdo de metais pesados nas
raizes das plantas, restringindo, assim, o transporte desses elementos para a parte aérea
(Soares et al., 2006). Isto acontece porque o metal forma complexos com o P e permanece
retido nas raizes (Van Steveninck et al., 1994).

Além dos FMA, o aumento do teor de P no solo, derivado de adubagfes ao longo dos
ciclos das videiras, pode reduzir a disponibilidade de Cu na solugdo pela formacdo de fosfato
de Cu insolavel (Ayati e Madsen 2001; Cao et al., 2003). Além disso, o anion fosfato pode se
ligar a superficie de particulas reativas do solo, como os Oxidos, aumentando as cargas
negativas (Barrow, 1999; Pérez-Novo et al., 2009). Isso potencializa a formacdo de
complexos ternarios do tipo Oxido-fosfato-metal (McBride, 1994), o que diminui a
disponibilidade do Cu na solucgéo e, por consequéncia, a sua fitotoxidade. Devido a interacao
P-metal ha uma reducdo na disponibilidade de P na solucdo com consequente
comprometimento da absorcdo de P pelas plantas. Em razdo disso, algumas espécies vegetais
tém como estratégia 0 aumento na atividade de fosfatases nas raizes e nas folhas em resposta
a deficiéncia de P no solo, evidenciando sua importancia para a nutricdo das plantas
(Nuruzzaman et al., 2006; Tabaldi et al., 2011; Wang et al., 2013). Entretanto, este aspecto
tem sido pouco investigado em solos contendo excesso de metais em condicGes tropicais.

Devido & aplicacdo potencial que os FMA apresentam no aumento da tolerancia das
plantas a metais pesados e na capacidade de melhorar a aquisi¢do de P pelas plantas, o estudo
objetivou avaliar o efeito da aplicacdo de P e inoculagdo de FMA sobre o crescimento da
crotaléria, atividade enzimética de fosfatase &cida nas plantas e solo e presenca de glomalina

em solo com altos teores de Cu.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Delineamento experimental e analise da solugéo do solo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Solo da

Universidade Federal de Santa Maria, no Brasil, utilizando-se um Argissolo Vermelho

proveniente de uma area de campo nativo o qual apresentou as seguintes caracteristicas fisicas
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na camada de 0 - 20 cm: 675, 260 e 65 g kg™ de areia, silte e argila, respectivamente. O pH do
solo foi corrigido para 6.0 com a aplicacdo de calcario dolomitico e como caracteristicas
quimicas tem-se: 5.6 mg kg™ de P (extrator Mehlich-1), 80 mg kg™ de K (extrator Mehlich-1),
6.5 g kg de C e 0.55 mg kg™ de Cu (extrator EDTA). O experimento foi realizado em
esquema fatorial 3 x 2 (teor natural de P, 40 e 100 mg kg™ de P, com e sem FMA) com trés
repeticdes. O fornecimento de P foi realizado pela aplicacdo de superfosfato triplo (41% de
P,0s) o0 qual foi incubado por um periodo de 45 dias. Em seguida realizou-se a contaminacao
artificial do solo aplicando-se 60 mg kg™ Cu (CuS0O..2H,0) o qual ficou incubado por mais
um periodo de 45 dias. Além dos tratamentos de P e FMA em solo com altos teores de Cu
foram avaliados dois tratamentos adicionais em solo com teores naturais de Cu (0.55 mg kg™)
contendo 40 mg kg™ P, com e sem inoculagdo de FMA.

Apbs o periodo de incubacdo, o solo foi esterilizado duas vezes por meio da
autoclavagem a 120°C durante duas horas. Posteriormente o solo foi adicionado em vasos
plasticos com capacidade de 2.5 dm® e em todas as unidades experimentais foi realizada a
aplicacdo de 100, 30, 5.0, 0.81 e 0.15 mg kg™ de N (NH4CI), K (KSO,), Zn (ZnS04.7H,0) e
B (H3BOs), respectivamente, sendo a adubacdo nitrogenada parcelada em duas vezes aos 15 e
30 dias. Os principais atributos quimicos do solo apds a aplicacdo dos tratamentos e
autoclavagem, séo apresentados na Tabela 1.

Posteriormente a solu¢cdo do solo foi obtida em extrato de saturagcdo conforme
metodologia descrita por Raij et al. (2001). Em uma aliquota da solucdo foi determinado o
pH. Posteriormente, outra aliquota foi filtrada em membrana de celulose de 0,22 pum. Nesse
extrato foram analisados o teor de C organico sollvel total (Silva, 2001), os teores totais de
cétions em solucdo (Ca®*, Mg, Cu?*, Zn?*, Mn%, Fe?*, K" e Na*) e P total, em ICP Perkin-
Elmer Optima 7000DV e os teores de anions (NO3, SO42 e CI") por anélise de cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC). A especiacgdo idnica da solucdo do solo foi realizada

usando o programa computacional Visual MINTEQ (versdo 2.15 - Gustafsson, 2004).
4.3.2 Material biologico

As sementes de C. juncea foram escarificadas com H,SO, PA concentrado, por 5
minutos e, lavadas com agua destilada autoclavada. Foram semeadas quatro sementes por
vaso e 10 dias apo6s foram mantidas duas plantas por vaso. A inoculacdo de FMA foi realizada
com a aplicagdo de 200 esporos de Rhizophagus clarus por vaso, fornecido pelo Laboratério
de Microbiolégia do Solo da Universidade Federal Santa Catarina, Santa Catarina, Brasil. Nos
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tratamentos ndo inoculados foram aplicados 50 mL de um filtrado de solo-indculo sem
propégulos de FMA, objetivando equilibrar a microbiota edéfica.

4.3.3 Dados experimentais e analises quimicas

Ap0s 45 dias de cultivo foram avaliadas a producdo de matéria seca da parte aérea,
matéria seca de raizes e coletado solo rizosférico para avaliacdo da atividade da enzima
fosfatase &cida do solo e os teores de glomalina facilmente extraivel e glomalina total. As
plantas foram colhidas, cortando-se a parte aérea rente ao solo, e o material colhido foi lavado
com agua destilada. As raizes foram lavadas em &gua corrente até a completa remocéo do solo
e posteriormente lavadas com uma soluc&o de HCI 0,1 mol L™ e, finalmente, lavadas em &gua
destilada. A parte aérea e as raizes foram secas em estufa com circulacéo forcada de ar, a 60—
70°C, até atingir massa constante.

Os teores de P e Cu, na parte aérea e nas raizes foram determinados por espectroscopia
de emissdo de plasma dptico indutivamente acoplado. (ICP Perkin-Elmer Optima 7000DV)
apos digestdo com HNO3-HCIO,.

Para a quantificacdo da fosfatase &cida no tecido da parte aérea, coletou-se a quarta
folha expandida do terco superior de cada planta a qual foi imediatamente congelada em N,
liquido e armazenada a -80°C. Posteriormente, 1.0 g de amostra macerada em N, liquido foi
homogeneizada em 3.0 mL de tampdo Tris-HCl 100 mmol L (pH 7.4), é&cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1.0 mmol L™ e albumina 0.1%. Logo em seguida, a
mistura foi centrifugada a 20.000 g durante 30 min e o sobrenadante resultante foi utilizado
para o0 ensaio enzimatico. A atividade da fosfatase acida no material vegetal foi determinada
de acordo com Tabaldi et al. (2007), num meio de reagdo que consistia em azida de sodio 3.5
mmol L™, cloreto de célcio 2.5 mmol L™ e tampéo citrato 100 mmol L™ (pH 5.5), para um
volume final de 200 pL. Uma aliquota de 20 uL de amostra foi adicionada a mistura de
reacdo, com excecdo dos controles e pré-incubada durante 10 min a 35°C. A reacdo foi
iniciada pela adic&o de substrato (PPi 3,0 mmol L) e paralizada ap6s 10 min pela adic&o de
200 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%.

A atividade da enzima fosfatase acida no solo (fosfomonoesterases) foi estimada por
medicédo da libertacdo de p-nitrofenol a partir de fosfato de p-nitrofenilo, apds exposicéo ao
solo em tampdo universal modificado (MUB) a pH 6,5, tal como descrito por Tabatabai &
Bremner (1969). As amostras de solo (1 g) foram incubadas com 1 mL da solugéo de p-
nitrofenyl fosfato + 4 mL de MUB 1 durante 60 min a 37°C. No final do periodo de
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incubacgéo, foram adicionados 1 mL da solucdo de p-nitrofenyl fosfato + 4 mL de MUB.
Depois, a solucdo foi filtrada rapidamente com Whattman filtro 2v. As amostras foram
homogeneizadas e em p-nitrofenol formado foi determinada por meio de espectrofotometria a
400 nm.

A quantificacdo de glomalina facilmente extraivel (GFE) e glomalina total (GT) foi
realizada segundo o ensaio de Bradford (1976), modificado por Wright & Upadhyaya (1998).
Para a quantificacdo de GFE, foi utilizado 1.0 g de solo rizosférico seco ao ar. A extracdo foi
feita com 8.0 mL de citrato de sédio 20 mmol L™ pH 7.0 durante 30 minutos a 121°C. A
glomalina total (GT) foi extraida com citrato de sédio 50 mmol L™ pH 8.0 ao longo de 3
ciclos de autoclavagem a 121°C, cada ciclo com durago de 1 hora. O extrator foi separado do
solo através de centrifugacdo a 3.500 rpm durante 10 minutos. A proteina presente no
sobrenadante foi quantificada através do ensaio de Bradford, usando soro-albumina bovina
como padrdo (Wright et al., 1996). A concentragdo de glomalina foi corrigida para mg g™
considerando-se a massa de solo seco e o volume total de sobrenadante.

As raizes foram separadas do solo e cerca de 1.0 g foi coletada para avaliacdo da taxa
de colonizacdo micorrizica. As raizes coletadas foram conservadas em FAA [formaldeido
(40%): alcool (50%): acido acético = 13 mL:200 mL:5 mL], e, posteriormente, clareadas e
coloridas pelo método de Phillips & Hayman, (1970). A taxa de coloniza¢do foi avaliada em
placa quadriculada (Giovanetti & Mosse, 1980). O numero de esporos no solo foi
determinado, por meio do peneiramento via Umida e centrifugacdo em solucdo de sacarose

(Gerdemann & Nicolson, 1963) utilizando-se 50 mL de solo de cada vaso.
4.3.4 Analise estatistica

Todos os dados foram transformados quando necessario para atender as
pressuposicOes dos testes de normalidade. Posteriormente, os resultados obtidos foram
analisados mediante analise de variancia (ANOVA) e quando os efeitos da inoculagdo com
FMA e das doses de P foram significativos a P<0.05 pelo teste de F, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a P<0.05. Também por meio de teste F (P<0.05), obteve-se a
significancia do contraste entre o fatorial e os tratamentos adicionais e, quando significativo,
as meédias de todos os tratamentos foram comparadas (incluindo o tratamento adicional sem
Cu com inoculagdo de FMA) com o tratamento testemunha (sem Cu e sem inoculagdo de
FMA) pelo teste de Dunnett a P<0.05. Os resultados de colonizagdo micorrizica foram

transformados pelo arc sen (x/100)°° e niimero de esporos por (x + 0.5)"*°.
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4.4 RESULTADOS
4.4.1 Solucéo do solo

A adicéo de P reduziu a disponibilidade e alterou as formas de Cu na solugéo do solo e
promoveu uma diminuigdo nos valores de pH (Tabela 1). O Cu em solugdo,
independentemente da quantidade de P adicionada ao solo, exceto no tratamento sem a adi¢éo
de Cu (40 mg kg™ de P), estava ligado ao carbono organico dissolvido Cu-DOM1 (96%) e,
aproximadamente, 3% na forma de Cu?*. O tratamento com 40 mg kg™ de P e sem a aplicacdo
de Cu, revelou que 52, 26 e 22% das formas livres de Cu mantiveram-se como CuCl,g, CuCly’
e Cu?*, respectivamente. Para os elementos Fe e Zn em solucdo, & medida que houve
incrementos nos teores de P na solugdo do solo, a concentracdo dos dois elementos diminuiu.
Os teores de PO, em soluco do solo variaram de 5.2 a 10.10 mg L™ (Tabela 1) e a espécie
de P que predominou na solucdo do solo foi H,PO, em que o pH da solucéo apresentou valor
médio de 4.8. A adicdo de Cu nos diferentes tratamentos aumentou a disponibilidade de NO3’,

Ca®*, Mg®* e K* na solucdo do solo.

4.4.2 Aplicacéo de P e inoculacdo de FMA no crescimento da C. juncea em solo com altos
teores de Cu

Com a adic&o de 40 mg kg™ P no solo com os teores naturais de Cu, a inoculacdo com
o FMA proporcionou incremento na matéria seca da parte aérea de 31%, quando comparado
ao tratamento sem inoculacdo (Figura 1) (Anexo 1). No solo com altos teores de Cu a adi¢éo
40 e 100 mg kg™ de P favoreceu o crescimento das plantas tanto na presenca quanto na
auséncia do FMA (Anexo 2). No entanto, quando as plantas desenvolveram-se no solo com 0s
teores naturais P, a inoculacdo com FMA proporcionou incremento de 116% na producédo de
materia seca da parte aérea, comparativamente ao tratamento sem inoculacdo (Figura 1)
(Anexo 3). A producdo de matéria seca de raizes no solo com teores naturais de Cu e com 40
mg kg® P, foi de 1.29 e 3.73 g vaso™, para o tratamento sem inoculacdo e inoculado,
respectivamente (Figura 1). A producdo de matéria seca de raizes aumentou com o aumento
do teor de P no solo, tanto na presenca de FMA como na auséncia. Nos tratamentos com 40 e
100 mg kg™ de P no solo com altos teores de Cu houve uma maior producéo de matéria seca
da parte aérea e de raiz na presenca e auséncia de FMA, em relacdo ao tratamento com 40 mg

kg™ de P no solo com os teores naturais de Cu sem inoculacéo do fungo (Anexo 4).
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A inoculagdo com o FMA favoreceu uma maior absorcao de P pela plantas, sendo que
no tratamento que foi aplicado 40 mg kg™ de P no solo com teor natural de Cu, o teor de P na
parte aérea foi 85% maior, comparado ao tratamento sem FMA (Figura 2). No tratamento
com teor natural de P os teores de P na parte aérea das plantas inoculadas com o FMA foi de
1638 mg kg™ e de 724 mg kg™ no tratamento sem inoculacdo. Os teores de P nas raizes das
plantas variaram de 1141 a 2177 mg kg™ onde foi inoculado com FMA e de 636 a 2154 mg
kg™ onde ndo foi inoculado (Figura 2). Os teores de P na raizes no tratamento com o teor
natural de P foram de 636 e 1141 mg kg™, sem e com inoculagdo do FMA, respectivamente.
Com o aumento nas quantidades de P aplicadas no solo, os teores de P nas raizes aumentaram
significativamente, independente da inoculacao.

E importante, contudo, observar que no solo com teor natural de P, a inoculacio do
FMA resultou na diminuicdo do teor de Cu na parte aérea, e aumentou o teor de Cu nas raizes.
Nesse solo com teor natural de P, os teores de Cu na parte aérea foi de 79 e 45 mg kg™ com e
sem inoculacdo com FMA, respectivamente, enquanto que onde foi aplicado 100 mg kg™ de
P, os teores de Cu na parte aérea ndo foram influenciados pela inoculacdo. Por outro lado,
guando as plantas foram inoculadas com o FMA os teores de Cu foram maiores nas raizes
(Figura 2). Com a aplicacdo de P e a inoculagcdo do FMA, os teores de Cu na parte aérea e
nas raizes foram mais elevados nos solos com altos teores de Cu, em compara¢do com o solo
com teor natural de Cu.

A atividade de fosfatase acida no solo variou de 144 a 243 pg g™ h™ quando as plantas
foram inoculadas com o FMA e de 140 a 269 pg g™* h™* sem a inoculagdo do FMA (Tabela 2).
A relacdo fosfatase acida e matéria seca de raiz foi maior no solo com teor natural de P na
presenca e auséncia do FMA (Tabela 2). A atividade da fosfatase acida por grama de raiz no
solo com teor natural de P e sem a inoculagéo com o FMA foi de 817 ug g h™ e de 256 pug g°
' h? com inoculacio do FMA. Com a aplicacdo de 40 e 100 mg kg™ de P no solo houve
menor atividade da fosfatase acida por grama de raiz, quando comparada com o solo com teor
natural de P. A relagéo fosfatase &cida e matéria seca de raiz no solo com altos teores de Cu e
onde foi aplicado 40 e 100 mg kg™ de P, tanto na presenca como na auséncia do FMA foi
igual ao tratamento com 40 mg kg™ de P com teor natural de Cu e sem inoculag&o.

A atividade da fosfatase acida nas folhas da C. juncea foi menor com a inoculagdo do
FMA e quando sem inoculagdo a atividade da fosfatase acida foi maior no solo com teor
natural de P. Com a aplicacdo de 40 mg kg™ de P nos solos com altos teores de Cu, os valores
observados foram de 335 nmol (Pi) min * mg proteina * nas plantas inoculadas com FMA e

de 439 nmol (Pi) min * mg proteina ™ onde ndo foi inoculado. Entretanto a atividade da
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fosfatase acida nas folhas ndo foi influenciada pela quantidade de P aplicado no solo, quando
feita a inoculagdo com FMA (Tabela 2). A atividade da fosfatase acida nas folhas foi maior
no solo com teor natural de P e sem inoculacdo com FMA, quando comparado com a
aplicacdo de 40 mg kg™ de P no solo com teor natural de Cu e sem inoculacdo do FMA,
enquanto que os demais tratamentos foram iguais a esse tratamento (40 mg kg™ de P no solo
com teor natural de Cu e sem inoculacéo).

Todos os tratamentos sem inoculacdo de FMA ndo apresentaram esporos e
colonizacao por FMA (Tabela 2). Entretanto, com a inoculacdo com FMA a colonizacdo néo
diferiu no solo com teor natural de P e onde foi aplicado 40 mg kg™ P (média de 77%), mas
foi menor com a aplicacéo de 100 mg kg™ P (54%). Por sua vez, o niimero de esporos no solo
diminuiu proporcionalmente ao aumento da dose de P, de 86 para 25 esporos 50 mL solo™.

Os teores de glomalina facilmente extraivel (GFE) e glomalina total (GT) no solo
foram maiores quando ocorreu a inoculagdo com o FMA no solo com o teor natural de P
(Tabela 2). Com a aplicacdo de 40 mg kg™ de P no solo com teor natural de Cu, os valores de
GFE foram de 2,13 mg g solo™ sem inoculagdo de FMA e de 2,51 mg g solo™ com inoculacdo
do FMA. Para a GT os valores variaram de 4,33 a 5,26 mg g solo™ sem inoculacio e com a
inoculagéo do FMA, respectivamente. No solo com teor natural de P e com altos teores de Cu
os teores de GFE no solo foram 1,56 vezes maior na presenga do FMA, mas para GT, a
inoculagdo com FMA proporcionou um aumento de 124%, em relagdo ao tratamento sem

inoculacdo (Tabela 2).

4.5 DISCUSSAO

Estratégias para diminuir a solubilidade e a biodisponibilidade de metais pesados
presente no solo tém sido propostas como forma de diminuir os impactos desta contaminagdo
sobre as espécies vegetais. Isso foi observado neste trabalho, pois com a aplicacdo de P houve
uma diminuic¢do na disponibilidade de Cu na solucdo do solo (Tabela 1), com consequente
favorecimento do crescimento das plantas (Tabela 2). Isso foi demonstrado também pelo fato
de que o aumento nos teores de P solGvel no solo correlacionou-se positivamente com a
producdo de matéria seca da parte aérea (r:0.67; P<0.001), enquanto o baixo fornecimento de
P aliado aos alto teores de Cu na solugdo apresentou correlagcdo negativa com a producdo de
matéria seca da parte aérea (r:-0.40; p<0.001). A justificativa para este fenémeno seria de que
a adicdo de fosfatos é eficiente na remediacdo de solos contaminados com metais (Cao et al.,
2002; Cao et al. 2003; Kede et al., 2008) e isto se deve a alteracdo de parte dos metais
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sollveis em espécies minerais insollveis (Ayati e Madsen 2001; Cao et al. 2003). Além disso,
o0 anion fosfato pode se ligar a superficie de particulas reativas, como por exemplo, os 6xidos,
formando carga liquida negativa (Barrow, 1999). Com isso, pode acontecer a formacdo de
complexos ternarios do tipo 6xido-fosfato-metal (McBride, 1994; Pérez-Novo et al., 2009), o
que diminuiu a disponibilidade do metal, como o Cu, na solucdo (Tabela 1).

O crescimento da C. juncea foi bastante reduzido no tratamento com teor natural de P
sem inoculacdo de FMA, mas a inoculacdo do FMA, beneficiou o crescimento das plantas
nesta condicdo (Figura 1) e isto foi relacionado com o aumento na absorcdo de P devido ao
maior volume de solo explorado mediado pelo FMA (Moreira & Siqueira, 2006). Constatou-
se que houve maior exsudacdo de enzimas fosfatase &cida pelas raizes nos tratamentos com
teor natural de P e auséncia de FMA (Tabela 2). Nesta situacdo as plantas, por alteracdo da
expressao génica, promovem maior exsudacdo de fosfatase acida para o solo (Raghothama
and Karthikeyan, 2005), ativando a desfosforilagdo de compostos organicos e
disponibilizando P inorgénico para manutencdo do metabolismo celular em regides
meristematicas (Yun & Kaeppler, 2001; Nanamori et al., 2004; Bozzo et al., 2006). Além
disso, a menor producdo de matéria seca no solo com teor natural de P se deve ao fato de que
a quantidade de P adicionada ndo foi suficiente para reduzir os teores de Cu na solucdo
(Tabela 1).

A inoculacdo com o FMA no tratamento com teor natural de P proporcionou
diminuicdo nos teores de Cu na parte aérea das plantas (Tabela 2), refletindo em um melhor
crescimento das plantas (Tabela 2). Isto pode estar relacionado com a diminuicao da absor¢édo
de Cu devido a retencdo e imobilizacdo do elemento nos componentes da parede celular de
hifas intra e extraradiculares ou compartimentalizacdo metélica no interior de células fungicas
(Khan et al., 2000; Zhu et al., 2001; Cornejo et al., 2013), reduzindo a transferéncia do Cu
para a planta simbidntica. De fato, estudo realizado por Cabral et al. (2007) demonstrou que o
micélio de R. clarus tem capacidade de reter elevadas quantidades de Cu em comparacao a
Zn, Cd e Pb, demonstrando que este FMA pode prevenir a exposi¢do das plantas ao Cu. Além
disso, tem sido demonstrado que glicoproteinas produzidas pelos FMA podem efetivamente
reter elementos metalicos no solo e isso pode reduzir a disponibilidade dos contaminantes
para as plantas com consequente efeito fitoprotetor. A glomalina é amplamente estudada pelas
suas implicagdes no sequestro de Cu, Cd, Pb e Zn (Gonzalez-Chavez et al., 2004; Chern et al.,
2007; Vodnik et al., 2008), evidenciando que esse sequestro pode ser importante para a
bioestabilizacdo em solos contaminados. Em trabalho realizado por Bedini et al. (2009), foi

demonstrado que a quantidade de Cu, Ni, Pb e Co ligada a GRSP foi de, respectivamente, 2,
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3, 0,83, 0,24 e 0,24 % do total do teor destes metais em solo contaminado, reduzindo assim a
biodisponibilidade de elementos tdxicos e, consequentemente, o estresse da planta por esses
elementos. No presente estudo foi demonstrado que a inoculagéo de R. clarus proporcionaram
incrementos de glomalina em solos com teores elevados de Cu e isso pode explicar o efeito
benéfico da inoculagéo sobre o crescimento de C. juncea .

Outro mecanismo relacionado com a reducéo de absorcéo de elementos contaminantes
tais como Cu esta associado com o estado nutricional P das plantas. Foi observado que o
aumento da oferta de P proporciona uma maior retencdo de Cu na raiz de C. juncea e promove
uma reducdo na translocagdo deste elemento das raizes. Na verdade, os estudos demonstraram
a formacédo de complexos insollveis de metal-fosfatos nas raizes das plantas (Van Steveninck
et ai, 1994,.. Brown et ai, 1995). Uma vez que a melhoria do estado nutricional de P pode
reduzir a fitotoxicidade de metais, as plantas podem aumentar a excre¢do APses no solo como
um mecanismo amenizador, a fim de evitar ions metalicos livres em compartimentos celulares
sensiveis, como o citoplasma (Barcelo & Poschenrieder, 1992) . Assim, as plantas bem
nutridas pode armazenar P-complexos de metal, em vacuolos (Barcelo & Poschenrieder,
1992), ou podem formar grénulos de polifosfato no interior das raizes (Barcelo &
Poschenrieder, 1992).

Além disso, a exclusdo da absorcdo por meio da precipitacdo ou quelacdo dos
elementos na rizosfera (Gohre e Paszkowski, 2006; Vodnik et al., 2008); pode ter também
influenciado na reducdo da transferéncia de Cu das raizes para a parte aérea, especialmente no
solo com o teor natural de P. A menor transferéncia de Cu para a parte aérea nos tratamentos
com o teor natural de P no solo também pode estar relacionada com a maior producdo de
glomalina (GRSPs) nos tratamentos inoculados com o FMA (Tabela 2).

Os resultados demonstram que a combinagdo entre fosforo e o FMA (Rhizophagus
clarus) pode ser uma estratégia adequada para a reducdo da fitoxidez de Cu em Crotalaria
juncea, pois proporcionaram incrementos na producdo de matéria seca das plantas e, uma
diminuigdo na atividade das enzimas APases acida no solo e nas plantas. Além disso, foi
demonstrado que a glomalina produzidas pelos FMA pode diminuir a disponibilidade do Cu

para as plantas com consequente efeito fitoprotetor.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo, da solucao do solo e especiacao idnica depois da
aplicagéo dos tratamentos com P e Cu.

Com Cu Sem Cu
P-Natural 40mg kg’ P 100 mg kg™ P 40 mg kg’ P
Caracterizacao Quimica do Solo
pH (H,0) 5.9 5.6 55 6.2
C (g kg™h 6.5 6.5 6.5 6.5
Cu disponivel por EDTA (mg kg™) 45.6 45.5 42.5 0.55
P disponivel por Mehlich-1 (mg kg™) 5.6 34.1 85.3 34.2
K disponivel por Mehlich-1 (mg kg™) 190.5 183.5 170.5 119.0
Ca trocavel (mg kg™) 458.4 458.4 552.8 458.4
Mg trocavel (mg kg™) 90.7 94.1 94.4 89.4
Caracterizacdo Quimica da Solugdo do
Solo
pH 4.9 4.9 4.8 5.6
Na (mg L™) 12 18 13 15
Al(mgL™) 4.0 3.4 4.2 1.2
K (mgL™) 21 25 28 12
Mg (mg L™ 126 133 135 70
Ca(mgL™) 266 286 332 164
Cu(mgL™) 10.5 7.3 4.8 0.4
Fe(mgL™) 1.9 1.4 1.2 1.6
Zn(mg L™ 0.8 0.5 0.4 0.5
Cl(mgL™) 108 119 138 87
SO,* (mg L™ 86 102 126 74
NO; (mg L™ 265 314 310 71
PO, (mg L™ 5.2 7.4 10.1 6.7
Soluble organic carbon (mg L™) 654 669 635 653
Especia¢do Quimica da Solugdo do Solo %
Cu* (%) 2.7 2.8 3.4 22
Cu-DOM (%) 97 96 ) S —
CuCl, e e e 26
CuCley e e 52
H,PO, 77 81 79 79
AIHPO," 15 11 13 8.0
HPO,” e e s 3.0
CaH,PO," 2.4
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Figura 1. Matéria seca da parte aérea e raizes, em solo cultivado com Crotalaria juncea, com e sem Cu e AMF.
+ Superior ao tratamento testemunha, — Inferior ao tratamento testemunha, = Semelhante ao tratamento
testemunha pelo teste de Dunnett a P<0.05. Médias seguidas pela mesma letra minuscula, comparando as doses
de P nos tratamentos com e sem inoculacdo de FMA, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a * P<0.05, ** a
P<0.01
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Figura 2. Contetdo de P e Cu na parte aérea e raizes, em solo cultivado com Crotalaria juncea, com e sem Cu e
AMF. + Superior ao tratamento testemunha, — Inferior ao tratamento testemunha, = Semelhante ao tratamento
testemunha pelo teste de Dunnett a P<0.05. Médias seguidas pela mesma letra mindascula, comparando as doses
de P nos tratamentos com e sem inoculacdo de FMA, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey * a P<0.05, ** a

P<0.01.



Tabela 2. P-ase no solo, relacdo P-ase/raiz, P-ase na folha, colonizacgéo, esporos, glomalina FE e total, em solo cultivado com Crotalaria juncea,

com e sem Cu, com e sem AMF, e conteudo de P.

Fontes de variagdo Com Cuf Sem Cuj Ccv
-FMA +FMA FMA  +FMA (%0)
I D IxD FxA+T AxT P-Natural 40P 100P P-Natural 40P 100P 40P 40P
P-ase no solo (pg g h™) ns ¥ ¥k ng ok 140 aB 244 aA 164 bB 144 aB 167 bB 269 aA 124 b 225a 12.1
relagdo P-ase/raiz R Rk kR ns 817aA+ 138aB= 60 aB = 258 bA + 55aB= 66 aB = 99 a 6la 334
P-ase na folha (U mg"
proteina) R kE % *k ns 643 aA+ 439aB= 532 aB= 486 bA = 425 aA = 423 aA = 438 a 335a 10.0
Colonizagado (%) R kR Rk % ** 0bA = 0bA = 0bA = 79 aA + 75 aA + 54 aB + 0b 74 a 6.5
Esporos (n° esp. 50 mL solo™!) ~ #%  #% %%k ok 0bA = 0bA= 0bA = 86 aA + 50 aB + 25aC + 0b 35a 11.9
Glomalina FE (mg g) 'Rk ek o 22bA= 21bA= 2.1bA= 33aA+ 2.6aB+ 2.5aB+ 2.1b 25a 3.7
Glomalina Total (mg g) RO kR Rk xk *E 42bA=  43bA= 4.4DbA= 9.3 aA + 5.5aB + 5.1aB+ 430 53a 6.1

+ Superior ao tratamento testemunha pelo teste de Dunnett a P<0.05.

— Inferior ao tratamento testemunha pelo teste de Dunnett a P<0.05.

= Semelhante ao tratamento testemunha pelo teste de Dunnett a P<0.05.
+ Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha, comparando o efeito da inoculacdo de FMA em cada dose de P, e médias seguidas pela mesma letra maiuscula na
linha, comparando as doses de P nos tratamentos com e sem inoculagdo de FMA, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a P<0.05.

1 Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha, comparando o efeito da inoculagdo de FMA néo diferem entre si pelo teste de Dunnett a P<0.05.

* Significativo a P<0.05.
** Significativo a P<0.01.
ns = ndo significativo

1%
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A combinacédo entre fésforo e o FMA (Rhizophagus clarus) pode ser uma
estratégia adequada para a reducao da fitoxidez de Cu em Crotalaria juncea, pois
proporcionaram incrementos na producdo de matéria seca das plantas e, uma
diminuicdo na atividade das enzimas APases acida no solo e nas plantas. Além
disso, foi demonstrado que a glomalina produzidas pelos FMA pode diminuir a
disponibilidade do Cu para as plantas com consequente efeito fitoprotetor.

Os dados obtidos neste trabalho foram importantes para a compreensao da
relacdo entre fosforo e o FMA (Rhizophagus clarus) na atenuacédo da fitotoxidez de
Cu em solos cultivados com videiras e servem como estimulo & novos estudos.

Como sugestdes para novos estudos ficam:

1) A realizacdo de mais experimentos utilizando mudas de videiras;

2) Verificacdo da forma em que o P e Cu se encontram nas raizes das

plantas;

3) Avaliacéo dos teores de Cu retidos na glomalina.



ANEXOS
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Anexol: Crescimento de Crotalaria juncea com 40 mg Kg™ de P x 0,55 mg Kg™ de
Cu com e sem inoculacdo de Rhizophagus clarus, aos 45 dias de cultivo em casa de
vegetacado, em um Argissolo Vermelho.

P40 x Cu0 P40 x Cu0
Sem micorriza Commicorriza
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Anexo 2: Crescimento da Crotaléria juncea com diferentes teores de P no solo (10,
40 e 100 mg Kg™ de P) com e sem inoculacdo de Rhizophagus clarus, em solo com
teor de 60 mg Kg™ de Cu, aos 45 dias de cultivo em casa de vegetacdo, em um
Argissolo Vermelho.

Com micorriza

S Z

B

o — — e N

P 10 x Cu 60 P40 x Cu 60 100 x CU 60




Sem micorriza
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Anexo 3: Crescimento de Crotaldria juncea com 10 mg Kg™ de P x 0,55 mg Kg ™ de
Cu com e sem inoculacdo de Rhizophagus clarus, aos 45 dias de cultivo em casa de
vegetacdo, em um Argissolo Vermelho.

P10 X Cu 60 P 10 X Cu 60
Com micorriza Sem micorriza



Anexo 4. Performance do sistema radicular da Crotalaria juncea com 45 dias, em vasos de 2,5 Kg em casa de vegetacao.
Diferentes teores de P, com e sem inoculacdo de Rhizophagus clarus, 60 mg K'e de Cu em solo com alto teor de Cu e em teor

natural de Cu com 40 mg K™ de P.

Sem micorriza

P40xCu60 L 5100 x Cu 60 |, /0, L0

$1%



APENDICES
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APENDICE A: ATIVIDADE DE FOSFATASES ACIDAS DO SOLO
(Tabatabai & Bremner, 1969)

SOLUCOES:

MUB pH 6,5: Em um Becker de 1000 mL, adicionar 12,1 g de TRIS, 11,6 g de &cido
maleico, 14 g de acido citrico e 6,3 g de acido bdérico. Adicionar 500 mL de NaOH 1
mol I'* e ajustar o pH para 6,5 com HCI. Transferir para baldo volumétrico de 1000

mL e ajustar o volume com agua destilada.

p-nitrofenyl fosfato: Adicionar 1,927 g de p-nitrofenyl fosfato disédico tetrahidratado
em um baldo volumétrico de 50 mL e completar o volume com MUB (preparar no

momento do uso).

CaCl, 0,5 mol I'*: Pesar 55,5 g de cloreto de célcio, transferir para baléo de 1000 mL

e completar o volume com agua destilada.

NaOH 0,5 mol I'": Pesar 20,00 g de NaOH, transferir para baldo de 1000 mL e

completar o volume com agua destilada.

Tolueno.

PROCEDIMENTO DE ANALISE:

a) Incubar o solo com umidade equivalente a 80% da capacidade de campo por 30
dias a temperatura ambiente;

b) pesar 1 g de solo umido para erlenmeyers de 50 mL com rolha de silicone;

c) em capela de exaustdo, adicionar 1 mL da solucdo de p-nitrofenyl fosfato + 4 mL
de MUB + 0,25 mL de tolueno e tampar o erlenmeyer;

d) incubar por 1 hora a 37 °C no escuro;

e) adicionar 1 mL de CaCl, 0,5 mol I* + 4 mL de NaOH 0,5 mol I'* e agitar
manualmente;

f) filtrar com Whattman 2v;

g) ler a absorbéancia no fotocolorimetro em 400 nm.
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Para regulagem do aparelho, construir uma curva utilizando p-nitrofenol (para

sintese), e submete-la aos passos "c" a "f", exceto a adi¢cdo de p-nitrofenyl fosfato.
p-nitrofenol (ug g solo seco h™') = C*V/Ss*Su*t

onde, C = concentracéo de p-nitrofenol (ug mL* filtrado);
V = volume da suspensao (em mL);
Ss = gquantidade de solo seco incubada;
Su = quantidade de solo umido utilizada (1 g);
t = tempo de incubacao (1 hora).
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APENDICE B: ATIVIDADE DE FOSFATASES ACIDAS NA FOLHA
(Tabaldi et al. 2007)

SOLUCOES

Tampao de homogeneizacdo: Em 100 mL de H,O destilada dissolver 1,21 g de
TRIS, 0,0372 g de EDTA, 0,1g de albumina e ajustar o pH para 7,4.

S;: Em 50 mL de H,O destilada dissolver 0,1155g de Azida, 0,184g de CaCl,, 0,93g
de EDTA e 14, 71 g de tampao citrato de sédio e calibrar o pH para 5,5.

ATP(30mM): dissolver 0,423 g de ATP em 25 mL de H,O destilada.

PPi (30mM): dissolver 0,335 g de PPi em 25 mL de H,O destilada.

Acido tricloroacético (TCA): pesar 10 g de acido tricloroacético e diluir em 100 mL de
H20 destilada.

Proteina [1mg/mL]: Pesar 0,005g de Albumina bovina e diluir em 5 mL de H,O
destilada.

Verde para leitura: Em um becker adicionar 100mL de verde, 100 mL de H,O
destilada, 50 mL de molibdato de aménia, e 50 ml de alcool polivinilico. (Adicionar os

reagentes nesta ordem e agitar por 25 mim).

Procedimento:

a) Pesar 1 g de tecido fresco e homogeneizar em 3 mL de tampédo de
homogeneizacéo;

b) Filtrar o homogeneizado e centrifugar a 16.000 rpm durante 30 minutos;

c) Utilizar o S; para dosar proteina (deixar na faixa de 0,2-0,4);

d) Se preciso diluir as amostras com tampao citrato (do tampéao de inoculacéo) (1 mL

de tampé&o + 9 mL de agua destilada);
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e) Na bancada: para cada amostra= 3 tubos* + 1 controle**

f) Branco: 200 uL de tampéao de inoculagéo.

* pipetar 160 pL de tampao de incubagdo (o restante é colocado somente na
incubacéo).

** pipetar 160 pL de tampéao de inoculagéo + 20 yL de agua destilada.

INCUBACADO:

Pré-incubacéo (temperatura= 35 °C): pipetar 20 yL da proteina nos tubos (menos no
branco e nos controles) de 10 em 10 segundos ou de 5 em 5 segundos por 10

minutos.

Incubacao: Quando completar os 10 minutos de pré-incubagao, pipetar 20 pL de
substrato (PPi) e esperar completar 10 minutos.

g) Depois dos 10 minutos de incubacéo, parar a reacdo com TCA 10%;
h) Colorir as amostras com verde previamente feito;

i) ler a absorbancia no fotocolorimetro em 630 nm.
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APENDICE C: COLONIZACAO MICORRIZICA
(Philips & Hayman, 1970)

SOLUCOES

KOH (10%): Dissolver 200 g de hidréxido de potassio em dois litros de agua

destilada;

HCI (1%): Diluir 20 mL de &cido cloridrico em 2 litros de agua;

Solucéo de glicerol Acidificado: Em um béquer adicionar 500 mL de glicerol, 450 mL

de H,O e 50 mL de HCI 1% (preparado anteriormente);

Azul de Tripan (0,05%): Diluir 0,05 g de azul de tripan em 1 | de glicerol acidificado;

H,O, alcalina: Diluir 3 mL de NH4;OH (20%), 30 mL de H,O; (3%) em 567 mL de
H.O.

PROCEDIMENTO DE ANALISE:

1- Clareamento e coloracéo das raizes:

a) Lavar as raizes para retirar as particulas de solo varias vezes em agua de
torneira;

b) Mergulhe as raizes em solugdo de KOH 10% a 90 °C por 1 hora ou a 120 °C por
15 minutos em autoclave;

c) Remova o KOH e lave as raizes em agua (1-3 vezes) para remover 0 excesso de
KOH;

d) Se as raizes forem muito pigmentadas, mergulhar as raizes em solucao de H,0,
alcalina por 10-30 minutos. Lavar as raizes com agua novamente apds este
processo;

e) Mergulhar as raizes em solu¢édo de HCI 1% por 5 minutos;

f) Remover o HCI. Nao lavar as raizes depois desse processo visto que elas

precisam estar acidificadas para uma coloracédo adequada;
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g) Para a coloracdo das raizes, colocara-las em solucdo acidificada de glicerol
contendo azul de Tripan a 90 °C por 1 hora ou a 120 °C por 5 minutos;
h) Descartar a solucdo corante e aguardar as raizes em solucdo de glicerol

acidificado (sem azul de Tripan) ou em agua a temperatura ambiente de 4 °C.

2-Mensuracédo da coloniza¢gdo micorrizica:

a) Espalhar as raizes coradas homogeneamente em uma placa de Petri com uma
grade de 1,1 cm x 1,1 cm na base,;

b) Na lupa, observar as linhas horizontais e verticais da grade;

c) Registrar: 1) o nimero total de intersec¢fes entre as raizes e as linhas da grade e
2) 0 numero de interseccbfes com raizes micorrizadas (apresentando alguma
estrutura dos fungos micorrizicos como vesiculas, arbusculos, hifas e esporos);

d) A porcentagem de coloniza¢g&do micorrizica (% CM) é dada pela férmula:

% CM= Numero total de interseccdes com raizes micorrizadas x 100
Numero total de intersec¢des entre as raizes e a grade
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APENDICE D: NUMERO DE ESPOROS
(Gerdeman & Nicolson 1963; Jenkins, 1964)

SOLUCOES

Sacarose 50%: Diluir 500g de sacarose em 1 litro de agua (pode ser utilizado aglcar

cristal em substituicdo a sacarose)

PROCEDIMENTO DE ANALISE:

a) Medir 50 mL de solo em béquer de 100 mL;

b) Suspender a amostra de solo em 1 litro de agua em um béquer e agitar
vigorosamente, em seguida deixar decantar por alguns segundos para que ocorra
sedimentacdo das particulas maiores e/ou mais densas. (Repetir o processo até a
agua ficar clara);

c) Passar o sobrenadante através de um conjunto de peneiras de malha 710 um a
45 um, na sequéncia da maior para a menor,

d) Nas peneiras ficardo retidos os esporos, solo e material organico. Transferir o
material retido nas peneiras para tubos de centrifuga ou tubo falcon de 50mL
adicionando-se agua;

e) Centrifugar os tubos por 3 minutos a 2500 rpm.;

f) Apos a centrifugacéo descartar cuidadosamente o sobrenadante;

g) Adicionar nos tubos a solucdo de sacarose 50% e agitar com o auxilio de uma
espatula;

h) Centrifugar por 2 minutos a 2500 rpm;

i) Verter o sobrenadante em peneiras de 45 um e lavar abundantemente com agua
corrente e recolher em uma placa para avaliagao e contagem;

j) Com o auxilio de uma lupa realizar a contagem dos esporos.
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APENDICE E: GLOMALINA TOTAL E FACILMENTE ESTRAIVEL
(Wright & Upadhyaya, 1996)

SOLUCOES

Citrato de soédio 50 mM: Dissolver 29,41 g de citrato de sodio em 2 litros de agua

destilada e ajustar o pH para 8,0;

Citrato de sédio 20 mM: Dissolver 11,764 g de citrdto de sédio em 2 litros de 4gua

destilada e ajustar o pH para 7,0;

PBS (phosphate buffered saline): Diluir 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44g de
Na,HPO,4, em 800mL de agua destilada. Ajustar o pH para 7,4 e entdo completar o

volume para 1 litro;

BSA (Soro Albumina Bovina): Preparar solu¢gdo de BSA (Soro Albumina Bovina)

1mg/mL (esta solucdo deve ser preparada utilizando a solugcéo PBS).

PROCEDIMENTO DE ANALISE:

Extracdo da Glomalina Total:

a) Adicionar 1 g de solo em um tubo Falcon dos pequenos (15 mL);

b) Adicionar 8 mL de citrato de sodio (50 mM; pH 8,0);

c) Autoclavar por 1 hora a 121 °C;

d) Centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm ( ou mais tempo se for menos rotacao);

e) Reservar o sobrenadante em um recipiente.

OBS: Na mesma amostra de solo repetir este processo por varios ciclos, até que o
sobrenadante resultante perca a coloracédo parda caracteristica da glomalina, isso
ocorre por volta de 5 ciclos para solos arenosos, e para solos argilosos com altos
teores de matéria organica pode chegar a 10 ou mais. Todos os sobrenadantes

resultantes dos varios ciclos devem ser reservados em um mesmo recipiente, para
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posteriormente medir e anotar o volume de amostra obtida, para posterior calculo da

concentragéo de glomalina.

Extracdo da Glomalina facilmente extraivel:

a) Adicionar 1 g de solo em um tubo Falcon dos pequenos (15 mL);

b) Adicionar 8 mL de citrato de sodio (20 mM; pH 7,0);

c) Autoclavar por 30 minutos a 121 °C;

d) Centrifugar por 10 minutos a 3.000 rpm ( ou mais tempo se for menos rotacéo),
realizar este processo apenas vez,

e) Reservar o sobrenadante em um recipiente.

Determinacao da glomalina
(Bradford,1976):

f) Preparo da amostra para leitura:

1000 pl de amostra extraida;

1400 pl de solucéo PBS;

600 ul de reagente de Bradford,

g) Aguardar 5 minutos e proceder a determinacao. A determinacéo é feita através de
espectrofotometro de absorcao na absorbancia de 595nm em cubeta de quartzo.

h) Fazer a leitura da curva e jogar os dados no excel para obter a equacao da curva,

como se fosse uma analise de nutriente.



Curva de calibracao para leitura:
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Tubos | BSA (Img/mL) PBS Reagente de Mg de proteina
(1)) (ul) Bradford (ul)

1 0 2400 600 0

2 10 2390 600 10
3 20 2380 600 20
4 30 2370 600 30
5 40 2360 600 40
6 50 2350 600 50
7 60 2340 600 60
8 70 2330 600 70
9 80 2320 600 80
10 90 2310 600 90
11 100 2300 600 100
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APENDICE F: DIGESTAO NITROPERCLORICA DE TECIDO
(Embrapa, 1997)

SOLUCOES

Mistura dos acidos 2/1: Para uma bateria de 40 tubos, adicionar em um béquer 110

mL de acido nitrico e 55 mL de &cido perclérico.

PROCEDIMENTO DE ANALISE:

a) Pesar a,250g de amostra e colocar em tubos de digestdo 50 mL;

b) Em capela de exaustdo, acrescentar a amostra 4 mL da mistura de acidos (2/1,
acido nitrico/acido perclérico);

c) Manter a frio no minimo 4 horas antes de levar ao aquecimento. De preferencia
deixar em repouso de um dia para o outro;

d) Colocar em bloco digestor com temperatura de 80 °C mantendo assim até que
pare de sair fumaca marrom. (ter cuidado nos primeiros 30 minutos pois a amostra
pode subir e ficar aderida ao tubo, caso ocorra deve-se realizar agitacdo casual);

e) Quando parar de sair fumaca marrom e o tubo clarear, elevar a temperatura para
120 °C;

f) Quando né&o tiver mais tecido a ser digerido, aumentar a temperatura para 180 °C;
g) Esperar evaporar e ter um volume de 1 mL no tubo de digestéao;

h) Retirar as amostras, completar o volume para 10 mL e realizar a leitura.



