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RESUMO

FUNGOS MICORRIZICOS E Azospirillum NO DESENVOLVIMENTO DO
TRIGO EM SOLO CONTAMINADO COM COBRE

AUTOR: Ricardo Turchetto
ORIENTADOR: Rodrigo Ferreira da Silva

O cobre € um micronutriente considerado essencial para os vegetais, porém, a adicdo em
excesso deste metal no solo pelas atividades antrdpicas, torna este elemento toxico as
espécies agricolas. A dindmica do cobre no solo sofre influéncia das caracteristicas fisicas
e quimicas bem como da atividade de microrganismos simbioticos, fungos e bactérias,
associados a diferentes culturas. Desse modo, 0 objetivo geral deste trabalho foi analisar
a influéncia de diferentes texturas de solo, de espécies de fungos micorrizicos e de
bactérias promotoras de crescimento de plantas na tolerancia das plantas de trigo
cultivadas em solo contaminado com cobre. Para atenter o objetivo, foram desenvolvidos
trés estudos sendo que o primeiro teve como objetivo avaliar a influéncia da textura do
solo na toxidez de cobre e na capacidade de desenvolvimento do trigo em solo
contaminado com esse metal; o segundo avaliar o efeito da inoculacéo de trés espécies de
fungos micorrizicos no crescimento e acimulo de cobre em plantas de trigo em solo
contaminado com cobre; e no terceiro determinar a influéncia da co-inoculagao de fungos
micorrizicos e bactérias promotoras de crescimento de plantas no crescimento e acumulo
de cobre pela cultura do trigo cultivado em solo contaminado com cobre. Os resultados
evidenciaram que a cultura do trigo sofre influéncia negativa pela adi¢do de cobre no solo,
e 0 seu teor na planta é afetado pela textura de solo. Solos arenosos favorecem a
translocacdo de cobre para o grdo de trigo em areas contaminadas com este metal. A
bioconcentracdo e bioacumulacéo de cobre na cultura do trigo sdo maiores em solo com
textura de 17,5% em relacdo a texturas 52,5 e 70% de argila. Os isolados micorrizicos
Acaulospora colombiana e Gigaspora margarita proporcionam maior altura,
comprimento de raiz e area superficial especifica na cultura do trigo. Os fungos
micorrizicos possibilitam maior teor de cobre nas raizes e consequentemente menor
mobilizacdo desse metal para a parte aérea e graos do trigo. Ha efeito antagbnico da co-
inoculacdo do A. brasilense na colonizacdo das raizes do trigo por fungos micorrizicos
do género A. colombiana e G. margarita. A co-inoculacdo A. Colombiana com A.
Brasilense proporciona maior teor de cobre na parte aérea do trigo.

Palavras-chave: Triticum aestivum. Textura de solo. Metal pesado. Fungos micorrizicos.

Azospirillum brasilense.



ABSTRACT

MYCORRHIZAL FUNGI AND Azospirillum IN THE DEVELOPMENT OF
WHEAT IN SOIL CONTAMINATED WITH COPPER

AUTHOR: Ricardo Turchetto
ADVIROR: Rodrigo Ferreira da Silva

Copper (Cu) is a micronutrient considered essential for plants, however, the addition of
metal in the soil by human activities, makes this element potentially polluting and toxic
to agricultural species. The dynamics of copper in the soil is influenced by the physical
and chemical characteristics of the soil as well as the activity of symbiotic
microorganisms associated with different cultures. Thus, the general objective of this
work was to analyze the influence of different soil textures, species of mycorrhizal fungi
and plant growth promoting bacteria on the tolerance and accumulation of copper in
wheat plants grown in soil contaminated with copper. To meet the objective, three
scientific studies were developed, the first of which aimed to assess the influence of soil
texture on copper toxicity and the development capacity of wheat in soil contaminated
with this metal; the second to evaluate the effect of inoculation of three species of
mycorrhizal fungi on the growth and accumulation of copper in wheat plants in soil
contaminated with copper; and in the third, to determine the influence of the use of
mycorrhizal fungi associated with a genus of bacteria that promotes plant growth in the
growth and accumulation of copper by the cultivation of wheat grown in soil
contaminated with copper. The results showed that the wheat culture is negatively
influenced by the addition of copper to the soil, and its content is affected by the soil
texture. Sandy soils favor the translocation of copper to the wheat grain in areas
contaminated with this metal. The bioconcentration and bioaccumulation of copper in the
wheat crop is superior in soil with a texture of 17.5%. The mycorrhizal isolates
Acaulospora Colombiana and Gigaspora Margarita provide greater height, root length
and specific surface area and lower copper content in the grain in wheat. Mycorrhizal
fungi allow a higher content of copper in the roots and consequently less mobilization of
this metal to the aerial part and grains of wheat. There is an antagonistic effect of the co-
inoculation of A. brasilense on the colonization of wheat roots by mycorrhizal fungi of
the genus A. colombiana and G. margarita. Co-inoculation A. Colombiana/ A. Brasilense
provides higher copper content in the aerial part of the wheat.

Key-words: Triticum aestivum. Soil texture. Heavy metal. Mycorrhizal fungi.
Azospirillum brasilense.
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1 INTRODUCAO GERAL

O cobre (Cu) é um micronutriente considerado essencial para o desenvolvimento
dos vegetais. O micronutriente participa do metabolismo e é parte estrutural de algumas
enzimas, porém quando presente em elevadas concentragdes prejudica o desenvolvimento
de espécies vegetais, tornando-se potencialmente toxico, contaminando solo e a agua.

Este elemento encontra-se presente em condic¢des naturais no solo, em diferentes
proporcOes presentes no material de origem, no entanto, sua concentra¢do no solo vem
aumentando em decorréncia da intensificacdo das atividades agricolas e industriais. As
principais causas da acumulacdo desse elemento no solo sdo as atividades de mineracéo,
aplicacdo de dejetos de suinos, fungicidas utilizados na vitivinicultura, a qual faz uso de
calda bordalesa, fungicida a base de sulfato de cobre.

O cobre é um elemento considerado toxico que se difere dos demais pois nao é
sintetizado pelo homem, por este fato recebe atencdo especial, sendo considerado um
problema reconhecido mundialmente por causar serios riscos a salde humana e ao
ambiente.

A disponibilidade de cobre no solo é variavel, dependendo de varios fatores,
dentre os principais pode-se destacar o pH do solo, teor de matéria organica e teor de
argila, sendo este ultimo um dos principais fatores que influenciam na disponibilidade e
absorcéo desse elemento pelas plantas (GABOS et al., 2011).

A textura do solo influencia na disponibilidade desse micronutriente nos
horizontes do solo em Latossolos e Argilossolos brasileiros, ja em solos arenosos hd uma
tendéncia desse elemento se encontrar mais disponivel pela baixa capacidade desses em
reter ions sendo mais susceptivel a contaminacdo (MIOTTO et al., 2014).

O trigo cultivado atualmente no Brasil tem origem na Asia e no Oriente Médio e
pertence a familia Poaceae do género Triticum, é um dos mais importantes graos para a
humanidade, pela extensdo de area cultivada, além da producdo de graos para o comércio
mundial fornecendo grande parte da proteina e amido para a dieta humana.

As micorrizas sdo associacdes simbiodticas mutualisticas entre fungos do solo e
inimeras espécies de plantas vasculares, cerca de 80% das plantas realizam associa¢es
simbioticas com esses fungos. Dentre os beneficios gerados pela associagdo simbiotica
entre fungos micorrizicos e plantas, destaca-se a funcdo de protecdo da toxicidade de
metais pesados, onde estes microrganismos possuem a capacidade de compartimentalizar

elementos toxicos nos esporos, diminuindo sua disponibilidade as raizes das plantas. Por
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essa caracteristica, torna-se importante o uso de fungos micorrizicos arbusculares
associado com espécies vegetais em locais onde h& contaminagcdo por metais pesados,
especialmente pelo cobre (SMITH e READ, 2008).

As Bacterias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) estdo compreendidas
em um grupo de microrganismos benéficos para as plantas e sdo importantes devido a
capacidade de colonizar superficies radiculares da rizosfera. Esses microrganismos
estimulam o crescimento dos vegetais através de processos como a Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio (FBN) e sintese de horménios para as plantas (COHEN et al., 2015).

Vérias estratégias vém sendo utilizadas com a finalidade de integrar
conhecimentos que possam ajudar na utilizagdo de solos contaminados com metais
pesados, possibilitando o retorno do solo a sua estabilidade e funcionabilidade do
ecossistema. Dentre essas estratégias a fitorremedicdo é uma das alternativas viaveis
adotadas, onde 0 exesso de metais pesados sdo retirados do solo e acumulados nos tecidos
das plantas (CUNDY et al., 2013). Porém, ndo sdo todas as espécies que possuem
capacidade de retirar esses metais do solo, portanto estudos devem ser realizados com
finalidade de identificacdo das espécies, bem como suas caracteristicas de crescimento,
desenvolvimento e assimilacao, para saber se determinada espécie pode ser utilizada para
este fim (TANGAHU et al., 2011; MELO, 2013).

Nesse sentido as hipoteses que norteiam o desenvolvimento deste estudo séo: A
textura do solo influencia na extracdo de Cu e consequentemente no desenvolvimento de
plantas de trigo; A inoculacdo de fungos micorrizicos possibilita o desenvolvimento do
trigo em solo contaminado com cobre; A co-inoculagdo fungos micorrizicos e bactérias
promotoras de crescimentro de plantas (BPCP) auxiliam no desenvolvimento de plantas
de trigo em solo contaminado com cobre.

Para atender as hipoteses deste trabalho foram implantados trés experimentos,
sendo que o primeiro teve como objetivo avaliar a influéncia da textura de solo na toxidez
de cobre e na capacidade de desenvolvimento do trigo em solo contaminado com esse
metal; o segundo, avaliar o efeito da inoculacdo de trés espécies de fungos micorrizicos
no crescimento e acumulo de cobre em plantas de trigo em solo contaminado com cobre;
e no terceiro determinar a influéncia da co-inoculagdo de fungos micorrizicos e bactéria
promotora de crescimento de plantas no crescimento e acimulo de cobre pela cultura do
trigo cultivado em solo contaminado com cobre. O objetivo geral foi analisar a influéncia

de diferentes texturas de solo, de espécies de fungos micorrizicos e de bactérias
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promotoras de crescimento de plantas na tolerancia e acimulo de cobre em plantas de

trigo cultivadas em solo contaminado com esse metal.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TRIGO

O trigo (Triticum Aestivum) tem seu centro de origem na Asia e no Oriente Médio,
é um cereal que tem elevada importancia na alimentacdo humana, ndo somente pela area
cultivada, como também pela producéo e propor¢éo no comercio mundial de gréos, além
de fornecer grande parte da proteina e amido necessarios a dieta humana. Esse cereal é o
segundo mais produzido no mundo, sendo que em diversos paises é uma das principais
fontes de calorias e proteinas consumida pela populacdo (WANG et al., 2012). Os
registros do surgimento desta cultura datam do periodo antes de cristo, onde com o passar
dos anos, a tecnologia de producdo deste cereal disseminou-se pelo mundo (BRUM e
HECK, 2005).

Apontado como um dos cereais mais produzidos no mundo (BELTRANO et al.,
2006), devido ao seu alto consumo nos mais diversos paises, o trigo também € uma das
principais matérias-primas brasileiras, com elevados valores financeiros envolvidos no
seu cultivo e nos varios produtos industriais fabricados a base desse grdo. Destaca-se ndo
apenas pelas suas caracteristicas tecnolégicas, mas também pela insercéo e valorizacdo
dos sistemas de producéo regionais, agregando assim renda as propriedades agricolas, no
abastecimento do mercado interno e no papel de produtos relevantes nas transacées
comerciais brasileiras com outros paises (MADEIRA, 2014).

No Brasil, o trigo se desenvolveu com a vinda dos colonizadores europeus para o
continente americano, ha relatos que o cultivo se iniciou no ano de 1534 na Capitania de
Sdo Vicente. A cultura comecou a se expandir comercialmente a partir de 1940 no Estado
do Rio Grande do Sul. Contudo, foi inicialmente cultivado em solos pobres
nutricionalmente e com altos teores de aluminio toxico e assim, sua expansdo ocorreu
para 0 norte e oeste do Parana por volta de 1969, levando este Estado a lideranca na
producdo dessa cultura no Brasil (EMBRAPA, 2009).

E considerada a cultura de maior importancia implantada no inverno, cultivada

principalmente na regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste, no entanto, em razéo da alta
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demanda por este cereal, ainda depende de importacGes para suprir 0 mercado interno
(COSTA e ZUCARELLI, 2013).

Cerca de 90% da producdo nacional esta concentrada nos estados do Rio Grande
do Sul e Parana, com média de quatro milhdes de toneladas (CONAB, 2013). Este
montante representa cerca de 50% do consumo interno, fazendo assim do Brasil um dos
principais paises importadores desse cereal. Visando tetos produtivos mais elevados, é
necessario desenvolver pesquisas na busca de cultivares mais produtivas, maior tolerancia
a fatores bioticos e abioticos, aproveitamento de luz e nutrientes e de maior qualidade de
grdos (SCHMIDT et al., 2009; FREO et al., 2011; CONAB, 2019).

A cultura do trigo assume elevada importancia no pais, devido a crescente
demanda do cereal pela populacgdo brasileira, na safra 2020/21 a producéo do Brasil foi
de aproximadamente 6,3 milhdes de toneladas, sendo que, para suprir a demanda interna,
em janeiro de 2021 foram importadas 643,9 mil toneladas deste grdo (CONAB, 2021).

De acordo com o0 4° Levantamento de Safras da Conab, divulgado no inicio de
janeiro/2019, a respeito dos nimeros relativos a safra 2018/19, se estima um aumento da
area plantada, e producdo nacional de trigo. A safra brasileira devera atingir um total de
5.427,6 mil toneladas na safra 2018/19, volume 27,3% superior ao registrado na
temporada 2017/18 (CONAB, 2019).

2.2 COBRE E AREAS CONTAMINADAS

O cobre é um micronutriente que em condicGes naturais esta presente no solo pelas
caracteristicas do material de origem. E um elemento essencial para o desenvolvimento
de vegetais, participando de varios processos metabolicos nas plantas (TAIZ et al., 2017),
porém tanto a deficiéncia (HAQUE et al., 1993; MARSCHNER, 1995) quanto a toxidez
de cobre (LINDON e HENRIQUES, 1991; MOOCQOT et al., 1996) ocasionam redugéo
na taxa fotossintética das plantas.

Existem varias fontes artificiais com potencial para o acimulo desse elemento no
solo, dentre elas destaca-se as emissdes industriais, mineracdo, efluentes, uso de
pesticidas, fertilizantes e uso de dejetos animais (HLADUN et al., 2015; MACKIE;
MULLER; KANDELER, 2012). Quando liberados no solo, os rejeitos sofrem diversas
transformacgdes quimicas, liberando o cobre para a solugdo do solo, podendo ficar de

forma disponivel causando toxidez para microrganismos e plantas, sendo um dos
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principais contaminantes do solo e aguas, ou podera ser adsorvido na fracéo argila e na
matéria organica do solo (ANDREAZZA et al., 2010).

Nos solos, o cobre (Cu) estd presente em quantidades varidveis, dependendo da
composicdo da rocha matriz, variando de 2 a 100 mg kg*. Este metal ocorre na forma de
sulfetos que se intemperizam, liberando o ion Cu*? e seus complexos. Os complexos
formados com &cidos fulvicos, por apresentarem maior acidez e menor peso molecular,
s&o mais solUveis, porém quando em baixa concentra¢do no solo, esse metal € imobilizado
pelos &cidos humicos (CAMARGO, 1988).

O conceito de areas contaminadas € designado a locais que podem configurar
riscos a saude publica e ao meio ambiente, conforme a resolucdo n°® 420, de 28 de
dezembro de 2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2009), e o valor
orientador definido como limite maximo para cobre total em areas agricolas, sem que haja
intervencéo, é de 200 mg kg (CONAMA, 2009). Entretanto, a Fundaco Estadual de
Protecdo Ambiental (FEPAM) indica um valor orientador de referéncia de qualidade
(VQR) de 203 mg kg para cobre total em solos originados de rochas vulcanicas do
planalto do Estado do Rio Grande do Sul, classificado de acordo com as provincias
geomorfoldgicas/geologicas (FEPAM, 2014).

O aumento no teor de cobre no solo pode ocorrer com o passar dos anos de forma
natural, devido ao intemperismo sofrido pelas rochas oriundas de materiais de origem que
contenha metais pesados em sua constituicdo (HUGEN et al., 2013). Quando se pensa no
estado do Rio Grande do Sul a maioria dos solos contaminados com cobre estdo
localizados em regides de cultivo de vitivinicultura na serra do Nordeste e em éreas de
mineracao na serra do Sudeste (ANDREAZZA et al., 2014).

Nas plantas, o cobre tende a se acumular nas raizes e sua mobilidade € restrita, em
partes, podendo sair das folhas velhas para as mais novas. O transporte desse elemento
ocorre via xilema e floema em forma orgénica quelatizado por aminoécidos. A
mobilidade depende do teor deste nos tecidos, sendo que em plantas bem nutridas pode
ser translocado até os grdos, enquanto que, em plantas deficientes seu movimento é menor
(SILVA et al., 2009), podendo também em elevadas concentragdes no solo, levar ao
atraso na germinacdo de sementes e reducdo no desenvolvimento de raizes e mudas
(SETHY e GHOSH, 2013).
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2.3 DISPONIBILIDADE DE COBRE NO SOLO

Os solos apresentam diferentes formas de disponibilizar os elementos minerais
nele presentes para as plantas, podendo variar com o pH da solugdo, com as propriedades
quimicas e fisicas do solo, e em especial com o teor de argila e matéria organica (GABOS
etal., 2011).

A utilizagdo de compostos que aumentam os niveis de matéria orgénica no solo
reduzem a disponibilidade de metais atraves de reagdes de adsorcdo e complexacdo em
decorréncia da presenca de substancias ricas em grupos funcionais com cargas negativas
em sua constituicdo, tais como acidos carboxilicos, hidroxilas fendlicas e alcodlicas
(MOREIRA et al., 2012). Com a redugdo dos niveis de disponibilidade, através dos
constituintes da matéria organica, favorece o estabelecimento e desenvolvimento de
plantas em locais com altos niveis de contaminacdo (GABOS et al., 2011), pois a matéria
organica é considerada o principal ligante de metais pesados (JORGE e SILVA, 2010).

O pH da solucéo é outro fator que influencia na solubilidade de cobre. Solos com
pH acima de 6,0 podem induzir a deficiéncia desse micronutriente para as plantas, pois
ocorre a precipitacdo desse elemento como hidréxido de Cu (MCBRIDE et al., 1997).
Quando disposto em solos argilosos, o cobre fica fortemente retido, principalmente pela
ligacdo especifica com grupos OH na Iamina octaedral nas argilas silicatadas, agravando
mais ainda sua disponibilidade para as plantas (ELLIS e KNEZEK, 1972).

O cobre em excesso é um problema ambiental, que em solos arenosos torna-se
ainda mais grave. Solos que apresentam baixa porcentagem de argila, 6xidos e matéria
organica, apresentam capacidade reduzida de retenc¢do de cations (MIOTTO et al., 2014).
Com isso a maior parte do cobre adicionado ao solo resulta em formas disponiveis
(BRUNETTO et al., 2014).

2.4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs)

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo organismos biotréficos obrigatorios
pertencentes ao subfilo Glomeromycotina (SPATAFORA et al., 2016) e estdo presentes
em quase todas as familias de plantas cultivadas na agricultura, com excecdo das
Brassicaceas que ndo formam micorrizas (VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO,

2016). Esses fungos representam um helo fundamental entre as plantas e os nutrientes
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minerais do solo e estdo ganhando interesse como fertilizantes naturais (BERRUTI et al.,
2016).

Os fungos micorrizicos apresentam capacidade em realizar intera¢des simbidticas
mutualistas com as raizes das plantas favorecendo a absorcéo de agua e nutrientes, além
de aumentar a tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos (CRISTINO et al.,
2019). Estes fungos apresentam estruturas denominadas hifas, que atuam como uma
extencdo do sistema radicular das plantas, sendo de extrema importéncia para a absorgéo
de agua e nutrientes, além de atuar na estruturacdo do solo, tolerancia a estresses abioticos
e resisténcia a doencas (SMITH e READ, 2008; CARDOSO e ANDREQOTE, 2016).

O desenvolvimento de fungos micorrizicos arbusculares ocorre principalmente
em ecossistemas tropicais, onde o solo possui baixa disponibilidade de nutrientes. Além
disso, depende de vérios fatores ambientais, tais como disponibilidade de nutrientes, pH
do solo, temperatura, dgua, ar, luminosidade, fisiologia da planta hospedeira, interacdo
com 0s microrganismos de solo e a toxidade de produtos quimicos (CHU et al., 2001;
SANTOS, 2006).

O efeito dos fungos micorrizicos sobre o crescimento das plantas é especialmente
significativo com relacdo aos nutrientes de baixa mobilidade no solo, que se movem
preferencialmente por difusdo, processo extremamente lento. Dentre estes nutrientes,
destacam-se o macronutriente fosforo (P) e os micronutrientes zinco (Zn) e cobre (Cu)
(VALADARES; MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016).

Conforme a espécie de fungo, a formacdo da micorriza pode apresentar elevada
tolerdncia a metais pesados pelas plantas. Essa caracteristica é atribuida pela habilidade
dessas associacdes em reter metais no micélio fungico, diminuindo assim a translocacao
para 0s demais tecidos das plantas (CABRAL et al.,, 2010; ROSA et al., 2015).
Determinadas espécies de fungos acumulam altas concentracdes de metais pesados em
seus corpos de frutificacéo, na parede celular ou em compartimentos internos (MARTINS
etal., 2017; FOLI-PERREIRA et al., 2012; BELLION et al., 2006).

A habilidade de reter metais € atribuida a mecanismos e processos externos as
hifas, através de ligacdo a polimeros da parede celular e processos internos nas células
dos fungos, em que os metais podem ser complexados e compartimentalizados o que
impede a absorcdo radicular (CABRAL et al., 2010).

2.5 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL
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As bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo microrganismos que
colonizam a rizosfera e tecidos internos de plantas promovendo direta ou indiretamente
0 seu crescimento. Essas bactérias podem produzir fito-horménios e substancias
osmorreguladoras, que levam a protecdo e ao aumento do sistema radicular, e
consequentemente, maior absorcao de agua e nutrientes do solo (COHEN et al., 2015).

Na agricultura tropical, o elemento mais importante quando se busca altas
producdes é o nitrogénio, que compde 80% da atmosfera, na forma de N2 porém
indisponivel para as plantas (DOBEREINER, 1997). Através do processo de fixagdo
bioldgica alguns organismos procariontes conseguem assimilar o N atmosférico e
transforma-lo em NHz3, sendo este processo responsavel por aproximadamente 65% do N
fixado na terra sendo considerado o segundo processo bioldgico mais importande depois
da fotossintese (SPATZAL et al., 2016; REPKE et al., 2013).

Dentre os microrganismos fixadores de N que realizam associa¢des com raizes de
plantas gramineas se destaca a espécie do género Azospirillum como um dos grupos mais
estudados (REPKE et al., 2013), principalmente na cultura do milho e trigo. Possui fungéo
de fixar biologicamente o nitrogénio, além de aumentar a superficie de absorcdo das
raizes da planta e, consequentemente, o volume de solo explorado (MILLEO e
CRISTOFOLI, 2016).

Ha relatos de associacdo de trigo com bactérias do género Azospirilum brasilense,
onde evidenciam que as bactérias se ligam a superficie externa da raiz para colonizar a
rizosfera (VINHAL-FREITAS e RODRIGUES, 2010). Estudos mostram que a
inoculacdo com Azospirillum brasilense proporciona melhor nutricdo e desenvolvimento
da cultura do milho, com incremento na produtividade de grdos (SOUZA et al., 2019).
Além disso, favorece 0 aumento do numero de fileiras de graos, nimeros de grdos por
fileira e massa de mil grdos (SCHAEFER, 2015).

Estudos vem demosnstrando que além da capacidade de fixar N2, 0 género
Azospirillum possui diversas outras propriedades, que promovem o crescimento vegetal,
dentre elas se destaca a sintese de fito-hormdnios e outros compostos como, auxina,
citocinina, giberelina, acido abcisico, etileno e acido salicilico (PEDRAZA, 2008). Esses
horménios interagem diretamente com o crescimento das raizes, melhorando a
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes da solucdo do solo. Além disso, 0 género
Azospirillum, quando associado a raizes de vegetais, promove maior resisténcia a
estresses abidticos como salinidade, seca e alivia os efeitos de compostos excessivos e
metais pesados no solo (FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018). Além de auxiliar na
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fixacdo bioldgica de nitrogénio, o Azospirillum spp. interfere também no aumento da
superficie de absorcdo das raizes, e consequentemente, no aumento no volume de
substrato explorado (MILLEO e CRISTOFOLLI, 2016).
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3 CAPITULO 1: TOLERANCIA E BIOACOMULACAO DE COBRE EM
TRIGO CULTIVADO EM SOLO COM DIFERENTES TEXTURAS

3.1 RESUMO

O cobre, quando em altas concentracfes € um dos principais metais pesados poluentes no
solo. Sua biodisponibilidade no solo sofre influéncia do teor de argila, devido sua
adsorcdo e reacdes de complexacdo aos argilominerais. Objetivou-se neste trabalho
avaliar a influéncia da textura de solo na toxidez de cobre e capacidade de
desenvolvimento do trigo em solo contaminado com esse metal. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em aranjo bifatorial (6 x 4), sendo seis doses
de cobre (0 (zero), 80, 160, 240, 320 e 400 mg de cobre kg*) quatro texturas de solo (17.5,
35, 52.5 e 70 % de argila), com oito repeti¢cOes. As avalia¢Oes realizadas foram altura de
plantas, n° de perfilhos, comprimento de raiz, volume de raiz, massa seca de da parte
aérea, massa seca de raiz, massa seca total, teor de cobre na raiz, parte aérea e grao, cobre
pseudo-total no solo, indice de tolerancia e translocacdo, fator de bioacumulacdo e
bioconcentracdo. A parte aérea e o sistema radicular do trigo sdo reduzidos em altas
concentracdes de cobre no solo. Solos arenosos favorecem a translocacéo de cobre para
0 gréo de trigo em areas contaminadas com este metal. Solos mais argilosos reduzem a
bioconcentracao e bioacumulacdo de cobre na cultura do trigo quando comparado a solos
mais arenosos. Solos argilosos conferem maior indice de tolerancia de cobre para o trigo
em comparagdo com solos arenosos.

Palavras-chave: Trigo. Textura de solo. Cobre.

3.2 ABSTRACT

Copper, when in high concentrations, is one of the main pollutant heavy metals in the
soil. Its bioavailability in the soil is influenced by the clay content present, due to its
adsorption and complexation reactions with the soil. The objective of this work was to
evaluate the influence of soil texture on copper toxicity and the development capacity of
wheat in soil contaminated with this metal. The experimental design was completely
randomized in a bifactorial arrangement (6 x 4), with six doses of copper (0 (zero), 80,
160, 240, 320 and 400 mg of copper kg-1) and four soil textures (17.5, 35, 52.5 and 70%
clay), with eight repetitions. The evaluations carried out were plant height, number of
tillers, root length, root volume, shoot dry matter, root dry matter, total dry matter, copper
content in the root, aerial part and grain, pseudo copper -total in the soil, tolerance and
translocation index, bioaccumulation factor and bioconcentration. The aerial part and the
root system of the wheat are reduced in high concentrations of copper in the soil. Sandy
soils favor the translocation of copper to the wheat grain in areas contaminated with this
metal. More clayey soils reduce copper bioconcentration and bioaccumulation in wheat
when compared to more sandy soils. Clay soils provide a higher copper tolerance index
for wheat compared to sandy soils.

Key-words: Wheat. Soil texture. Copper.
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3.3 INTRODUCAO

O cobre é um elemento quimico que ocorre de forma natural no solo, sendo
considerado um micronutriente essencial para as plantas, participando do metabolismo e
atuando como parte estrutural de algumas enzimas (MARQUES et al., 2018). O cobre
atua nas plantas como um ativador de enzimas que participam de reacdes de oxirreducéo,
em processos fisiologicos como a fotossintese, respiracdo, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, reducdo do nitrato, metabolismo de proteinas, formacdo da parede celular,
sintese de DNA e RNA (MARSCHNER, 2011). Sua deficiéncia pode provocar diversas
alteracdes nas plantas, inclusive a reducéo na produtividade (GONCALVES et al., 2019).

Contudo, niveis elevados de cobre no solo podem causar disturbios fisiol6gicos,
bioquimicos e morfo-anatbmicos em plantas, inibindo o seu desenvolvimento
(MARQUES et al., 2018). Além disso, pode atingir len¢ois freaticos tornando-se poluente
para a agua e nocivo para os seres humanos (SANTANA, 2018; KABATA-PENDIAS,
2011). A toxidez por cobre pode provocar alteragdes na morfologia do sistema radicular
como a reducéo do crescimento, aumento do didmetro medio das raizes e sua lignificacéo.
Essas alteracdes reduzem o volume de solo explorado pelas plantas, consequentemente,
diminui a absor¢do de nutrientes e agua, afetando o desenvolvimento das mesmas (DE
CONTI, 2018).

As areas com solos contaminados por cobre vém aumentando ao longo do tempo,
resultantes de atividades antropicas, como o uso descontrolado de agrotdxicos,
fungicidas, aplicacdo descontrolada de dejetos suinos, industrializacdo, mineralizacéo e
uso de residuos urbanos (MATEOS-NARANJO et al., 2013). A quantificacdo das areas
contaminadas dos solos brasileiros se apresentam de forma isolada, aplicada a uma area
de estudo. As informacdes disponiveis sdo provenientes principalmente de estudos
agrondmicos voltados a finalidade produtiva do solo (GRIEBELER et al., 2017).

Entretanto, quando bem manejadas vérias fontes cosideradas poluentes
apresentam alto potencial na producdo agricola. Varios estudos com dejetos liquidos de
suinos demostram alto potencial, como fonte alternativa para reducdo de custos com
adubacdes quimicas (LOCATELLI etal., 2019; PINTO et al., 2014; MORAES et al 2014;
ROCHA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018; PANISON et al., 2019) demostrando em
seus estudos que aplicacdes parceladas de dejetos liquidos de suinos, reduzem custos com

fertilizantes minerais e aumentam a produtividade de milho e trigo.
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A disponibilidade de elementos para as plantas, depende da sua concentracéo na
solucdo do solo, pelas condi¢des de oxirreducdo, cinética das reacoes, que dependem de
atributos do solo tais como, disponibilidade de nutrientes, intemperismo do solo, pH da
solucdo, propriedades fisicas e quimicas como teor de matéria organica, quantidade de
argila e de suas tendéncias para formar precipitados insollveis com outros materiais
(ALLEONI; BORBA; CAMARGO, 2005; SANTOS et al., 2004). Matéria organica,
Oxidos e hidréxidos de Fe e Al e teor de argila sdo as propriedades do solo mais
significativas que influenciam as reacdes de sor¢cdo (BOLAN e DURAISAMY, 2003). O
teor de argila € considerado um dos principais fatores responssaveis pela variacdo na
adsorcdo de metais nos horizontes dos solos, formando complexos de esfera interna
impedindo a absorcdo de cobre pelas plantas (SILVEIRA et al., 2002). Desse modo,
estudos que visem estabelecer niveis criticos de cobre, de acordo com a textura do solo,
sdo imprensidiveis para definir o teor disponivel desse elemento que realmente afeta o
crescimento da planta.

O trigo é um dos cereais mais produzidos no mundo (BELTRANO et al., 2006),
seu consumo € a base da alimentacdo de varios paises e uma das principais matérias-
primas brasileiras. Destaca-se ndo apenas pelas suas caracteristicas tecnolégicas, mas
também pela insercao e valorizacdo dos sistemas de producao regionais, agregando assim
renda as propriedades agricolas, abastecimento do mercado interno e no papel de produtos
relevantes nas transacGes comerciais brasileiras com outros paises (MADEIRA, 2014).

Desse modo, sendo as condi¢des de solo, clima e topografia favoraveis ao cultivo
de trigo, estas fazem do Brasil um pais de enorme potencial para a expansdo dessa cultura
na atualidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da textura de solo na
toxidez de cobre e capacidade de desenvolvimento do trigo em solo contaminado com

esse metal.

3.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido em ambiente protegido, em casa de
vegetacdo, pertencente ao Departamento de Engenharia Florestal do Campus da UFSM
Frederico Westphalen, RS.

O solo utilizado no experimento foi coletado de horizonte superficial (horizonte
A) e caracterizado como Latossolo Vermelho aluminoférico (DOS SANTOS et al., 2018).
Para a elaboracdo de solos com diferentes teores de argila, seguiu-se a metodologia
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proposta por Gatiboni et al., (2014). O solo utilizado continha inicialmente 70% de argila,
com o intuito de elaborar as diferentes texturas foram realizadas misturas de areia e solo,
sendo adicionado areia nas proporcées de: 75, 50, 25 e 0 (zero). Ao final do processo os
solos elaborados apresentaram teores de 17,5, 35, 50, e 70% de argila respectivamente.
Ap0s a coleta, o solo foi seco em estufa, moido e peneirado em malha de 2 mm,
sendo analisado no laboratério de quimica do solo, apds o estabelecimento das texturas
do solo,conforme metodologia descrita por Mann e Ritchie (1993) o cobre trocavel e

Tedesco et al. (1995), para os demais atributos, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Teor de argila e atributos quimicos dos solos utilizados para o cultivo do trigo.

Teor de pH MO P K Mg Al+H Cu Zn

Argila 1:1 I e MQ/AM3---=mmmmmmmmmmm e
70 6,05 1,00 0,90 28,44 2,68 2,02 8,4 0,55
52,5 5,94 0,90 0,85 24,97 1,92 1,85 8,1 0,59
35 5,97 0,85 0,86 21,67 1,65 1,74 7,4 0,6
17,5 6,10 0,80 0,78 19,45 1,22 1,71 6,9 0,58

A correcdo da acidez foi realizada com aplicacéo de calcario para elevar o pH em
agua a 6.5, agitando em saco plastico junto com o solo. ApoOs esses processos, foi
realizado a contaminacdo do solo com as determinadas doses de cobre, na forma de
sulfato de cobre (CuSQO4. 5H,0) sendo homogeneizados por agitacdo em saco plastico e
posteriormente feita a incubagdo por 60 dias para estabilizacdo dos solos artificiais.

A adubacédo foi realizada uma semana antes da semeadura do trigo, através de
adubo quimico formulado NPK 10-20-20 para espectativa de produtividade de 4 Mg h&
! seguindo as recomendagdes SBCS (2016). Para cultivo das plantas, cada unidade
experimental foi composta de um vaso de 5 litros com 5 kg de solo, contendo quatro
plantas.

A cultivar de trigo utilizada foi a TBIO Sinuelo e a semeadura foi realizada na
segunda quinzena de maio, em cada vaso foram semeadas 10 sementes, realizando-se o
desbaste 15 dias ap6s a germinacao, deixando-se quatro plantas por vaso até o final do

experimento. A irrigacdo foi controlada diariamente por sistema de gotejamento, de
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acordo com a necessidade da cultura, mantendo-se o solo em 80% da capacidade de
campo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial (6
x 4), sendo seis doses de cobre (0 (zero), 80, 160, 240, 320 e 400 mg de cobre kg?) e
quatro texturas de solo (17.5, 35, 52.5 e 70 % de argila), com oito repeticdes.

Foram realizadas avaliagdes morfoldgicas das plantas de trigo sendo essas: altura
de plantas (AP) em cm, com medida do solo até a ponta da folha bandeira; n° de perfilhos,
através da identificacdo da planta mée e contagem dos demais perfilhos; comprimento de
raiz (CR) em cm; volume de raiz ( VR) com auxilio de proveta graduada; massa seca de
parte aérea (MSA); massa seca de raiz (MSR); massa seca total (MST). A massa seca foi
quantificada ap6s secagem em estufa a 61°C até atingirem peso contante e pesadas em
balanca analitica.

A separacdo da parte aérea e radicular foi por meio de corte na regido do
hipocétilo. As raizes foram separadas do solo por meio de lavagem com é&gua e com
auxilio de peneiras de 0,5 e 1,0 mm de malha.

A massa seca da parte aérea e das raizes e grdos foram separados e moidos em
moinho tipo Wiley com peneira de malha de 10 mesh para a determinacdo dos teores de
cobre através de digestdo nitro-perclérica (3:1) e determinacdo em espectrofometria de
absorcdo atbmica, conforme descrito por Miyazawa et al., (2009). Também foi
determinado o Cu total nos tecidos das plantas e a determinacao dos teores pseudo-total
no solo conforme a metodologia 3050b descrita em USEPA (1996).

Com base na massa seca total (MST), nos teores de cobre (mg kg™?) do sistema
radicular (CuR) e da parte aérea (CuPA), nas quantidades acumuladas de cobre no sistema
radicular (CuAR), na parte aérea (CuUAPA), na dose zero de cobre (d0) e nas doses de 80
a 400 mg kg?, foi calculado o indice de tolerancia (Itol), pela equacgdo: Itol =
(MSTdn/MSTd0)*100, que mede a capacidade das mudas crescerem em ambientes com
elevada concentracéo de cobre (WILKINS, 1978) e o indice de translocacéo (ltra), com
base na equacdo: Itra = (CuAPAdn/CuATdn)*100, que representa a porcentagem total
absorvida de cobre que foi translocado para a parte aérea (ABICHEQUER e BOHNEN,
1998). O fator de bioconcentragdo foi determinado pela raz&o entre a concentracdo de
metal na raiz (mg kg) e a concentracio pseudo-total no solo (mg kg-1) e o fator de
bioacumulagdo pela razdo entre a concentracio de metal na parte aérea (mg kg?) e a
concentragéo pseudo-total no solo (mg kg™?) (YOON et al., 2006).
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Os resultados foram submetidos a analise de variancia e quando significativa,
desdobraram-se os efeitos do fator qualitativo (textura) dentro de cada nivel do fator
quantitativo (doses de cobre) sendo as médias do fator qualitativo comparadas pelo teste
de Scott-Knot e as do fator quantitativo por analise de regressdo. Quando néo
significativa, analizou-se os efeitos simples de cada fator de variacéo, sendo o qualitativo
pelo teste de Skott-Knot e o quantitativo por anélise de regressao, utilizando-se para isto
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011), tomando como base os niveis de

significancia maiores que 95%.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento das doses de cobre no solo resultou em incremento nos teores pseudo-
totais do metal no solo em todas as texturas estudadas (Figura 1), sendo que a partir da
dose de 80 mg de cobre kg de solo para a maior textura (70 % de argila) e de 160 mg
cobre kg de solo para as demais texturas, os valores ficaram acima dos limites maximos
permitidos em areas agricolas, pela resolugdo n° 420 (CONAMA, 2009), que € de 200
mg kg e da (FEPAM, 2014) que tem valores de referéncia de 203 mg de cobre kg™ para
solos originados de rochas vulcéanicas do Planalto do Rio Grande do Sul. Desse modo, 0s
teores de cobre presentes nestes solos superam o limite de investigacdo para areas

agricolas.

Figura 1: Teor pseudo-total de cobre em solos com diferentes texturas (17,5, 35 52,5 e
70% de argila), no final do cultivo de trigo, submetido a doses de cobre (0 (teor original
de cobre no solo), 80, 160, 240, 320 e 400 mg de cobre kg-1 de solo).
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Os resultados evidenciaram interacdo significativa entre os fatores de variacao
dose de cobre e textura para as varidveis altura de plantas (AP), comprimento de raiz
(CR), massa seca de raiz (MSR), volume de raiz (VR), nimero de perfilhos (NP), teor de
cobre na parte aérea (CuA), fator de bioconcentracdo, fator de bioacumulacéo, indice de
tolerancia (ITOL) e indice de translocacédo (ITRA).

Ao avaliar as doses de cobre dentro de cada textura (Figura 2), evidencia-se que
em doses menores de cobre, as texturas mais arenosas com 17,5 e 35% de argila
favorecem a altura do trigo, porém sendo reduzido drasticamente a partir da dose 80 mg
kg™ de cobre no solo. O aumento na dose de cobre induziu a uma diminuicdo na altura de
plantas em todas as texturas estudadas, sobretudo em solos mais arenosos, assim, solos
com texturas mais arenosas possibilitam maior potencial de fitotoxidez por cobre em
plantas de trigo.

A diminuicdo do crescimento de plantas em funcéo de sua exposi¢do a altos niveis
de metais toxicos no solo estd amplamente relatada na literatura (SANITA-DI-TOPPI e
GABBRIELLI, 1999; KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 2000). Essas respostas estdo
relacionadas aos danos que esses metais causam no aparelho fotossintético, interferindo
assim na biossintese de clorofilas e na atividade de enzimas do ciclo de Calvin e do
fotossistema Il (DI CAGNO et al., 1999).
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Figura 2: Equacdo de regressdo para altura de plantas (AP) de trigo cultivado em
diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre no solo.
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Os resultados evidenciaram interagéo significativa entre texturas de solo e doses
de cobre para as variaveis comprimento de raiz, volume de raiz, massa seca de raiz. O
aumento nas doses de cobre aplicadas no solo acarretou em um ajuste de forma linear
negativa para a textura 17,5%. Entretanto, as texturas mais argilosas, (35%, 52,5% e
70%), responderam de forma quadratica, com pontos de maxima nas doses 31,43 mg kg
1 155,55 mg kg! e 142,30 mg kg? de cobre no solo, respectivamente. Também se
observou que a partir da dose 160 mg kg? todas as doses de cobre proporcionaram
reducdo no comprimento de raiz do trigo, independente da textura de solo (Figura 3).

Como observado na Figura 3, evidencia-se que solos mais argilosos possibilitam
um maior crescimento de raizes em doses de cobre mais elevadas. Quando comparado as
texturas com as doses de cobre no solo, para a textura 17,5 nas doses 0 e 400 mg kg* de
cobre pode-se observar reducdo de 49% no comprimento de raiz respectivamente, ja
quando observado o teor de 70% de argila no solo, verifica-se uma menor reducgdo para
as mesmas doses, em torno de 31%. Contudo, nota-se que para a dose zero, O

comprimento de raiz do trigo foi superior em texturas mais arenosas. Quando em altas
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concentragdes, 0 cobre pode causar efeitos toxicos para as plantas, sendo a reducao no
crescimento radicular, um dos mais evidentes (DECHEN e NACHTIGALL, 2006).

Figura 3: Equacéo de regressdo para comprimento de raiz de trigo cultivado em diferentes
texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre mg kg™ de solo.
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Em relacdo a massa seca de raiz, as texturas apresentaram regressao linear
negativa em funcdo das doses de cobre, com excecao da textura 70%, onde nenhum grau
de polindbmio para regresséo foi significativo (Figura 4). As texturas 35 e 52,5% de argila
se mostraram superiores, apresentando na dose 0 mg kg™ de cobre, 5,28 e 5,35 gramas de
massa seca de raiz, respectivamente. De forma geral, ao comparar as texturas, verifica-se
que em solo com 52,5% de argila a massa seca radicular foi reduzida em 12%, ja para
17,5 % de argila pode-se observar uma reducdo de 30% na massa seca radicular quando
correlacionado a dose 0 e 400 mg kg™ de cobre no solo respectivamente. Em texturas
mais arenosas, a capacidade do solo em reter ions diminui, ficando assim mais suscetivel
a contaminacéo e a toxidez nos vegetais (NASCIMENTO et al., 2020). Esses resultados
corroboram com os encontrados por Vendrusculo (2013), que observou reducdo na massa
seca de raiz em nove genotipos de aveia quando comparado as doses 0 e 600 mg kg™ de

cobre no solo, respectivamente.
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Figura 4: Equacdo de regresséo para massa seca de raiz de trigo cultivado em diferentes
texturas de solo (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre em mg de cobre kg de solo.
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Todas as texturas apresentaram aumento quadratico para o volume de raiz, sendo
que as mais arenosas (17,5%, 35%) apresentaram ponto de maxima em menores doses de
cobre no solo, 85 e 114 mg kg, enquanto as mais argilosas, (52,5% e 70%) apresentaram
ponto de maxima na dose 140g kg™ de cobre no solo, respectivamente (Figura 5).

O aumento no volume de raiz de trigo nas doses iniciais de cobre pode ser
atribuido ao fato deste elemento ser considerado um micronutriente essencial para o
desenvolvimento de plantas (TAIZ e ZEIGER, 2017).

Figura 5: Equacdo de regressdo para volume de raiz de trigo cultivado em diferentes
texturas de solo (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre em mg de cobre kg de solo.
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Quando comparadas as texturas de solo, nota-se que as mais argilosas (52,5 e
70%) apresentam significativamente maior volume de raiz de trigo que as demais texturas
(Figura 5). Esta caracteristica pode ser explicada pela maior afinidade de metais em
formar complexos de esfera interna com a argila do solo, consequentemente reduzindo
sua toxidez em niveis elevados deste elemento no solo (ALLEONI et al., 2005; MEDINA
et al., 2018). Em altas concentracfes de cobre, a redugdo no crescimento e no volume de
raiz € um dos sintomas mais evidentes do efeito toxico desse metal para 0s vegetais
(KUKKOLA; RAUTIO; HUTTUNEN, 2000). Desse modo, as texturas mais argilosas
tendem a beneficiar o volume radicular do trigo em doses mais elevadas de cobre.

N&do houve interacdo significativa para o numero de perfilhos de trigo,
verificando-se apenas efeito simples para as doses (Figura 6). Nota-se um aumento no
nimero de perfilhos até o ponto de maxima na dose de 40 mg kg de cobre no solo,
demostrando a importancia de pequenas doses desse metal para o crescimento e
desenvolvimento de plantas, porém a partir do ponto de maxima, pode-se observar o
efeito toxico deste metal, reduzindo drasticamente o namero de perfilhos. Estes resultados
demostram que apesar do Cu ser um elemento essencial para o crescimento de plantas,
exercendo papel importante em varios processos fisioldgicos, quando em elevadas
concentracdes no solo, se torna um elemento toxico para as plantas (MICHAUD et al.,
2008; BRAVIN et al., 2010; GIROTTO et al., 2010).
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Figura 6: Equacdo de regressdo para numero de perfilhos de raiz de trigo cultivado em
diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre mg kg™ de solo.
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N&o houve interacdo significativa para massa seca da parte aérea e massa seca
total do trigo, verificando-se apenas efeito simples para doses e texturas (Figura 7). A
massa seca total de plantas de trigo apresentou reducgéo linear com as doses de cobre
(Figura 7 C). A literatura indica que a massa seca de aveia € drasticamente reduzida com
0 aumento no teor de cobre no solo (CERRETA et al., 2002; CRUSCIOL et al., 2008;
MELLO etal., 2011; PANZIERA et al., 2018), possivelmente em virtude da toxidez desse
metal no crescimento vegetal (ZORTEA et al., 2016). Em elevadas concentragdes, 0
cobre pode causar cloroses internervais nas folhas, prejudicando a absorcéo de ferro e

outros nutrientes, reduzindo o desenvolvimento de plantas (MICHAUD et al., 2008).
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Figura 7: Equacéo de regressao para os efeitos simples doses de cobre no solo (Ae C) e
comparacdo de médias para texturas do solo (B e D) para massa seca da parte aérea e total
de trigo.
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*Médias seguidas de mesma letra mailscula entre as texturas de solo, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

A massa seca da parte aérea e total do trigo (Figura 7B e 7D) foram maiores nas
texturas mais arenosas (17,5 e 35 % de argila) quando comparado a solos com texturas
mais argilosas (52,5 e 70 % de argila). A literatura indica redugdo na massa seca de aveia
e trigo quando cultivados em teores acima de 100 mg kg* de cobre no solo (MELLO et
al., 2011; PANZIERA et al., 2018; MICHAUD et al., 2007; MICHAUD et al., 2008). A
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cultura do trigo se desenvolveu melhor nas texturas mais arenosas em razdo do menor
teor de cobre pseudo-total presente nos tratamentos (Figura 1).

Os resultados demostraram interacdo significativa entre doses de cobre e texturas
de solo para o teor de cobre (mg kg™) na parte aérea do trigo, aumentando de forma linear
com as doses de cobre no solo nas texturas estudadas, com excecdo do tratamento com
70% de argila (sem ajuste de modelo de regressdo), sendo maior nas texturas mais
arenosas (Figura 8). A mobilidade de metais, geralmente é maior em solos mais arenosos
(MEDINA et al., 2018). Isso possibilita maior absorcdo do cobre pela planta e sua

translocacéo para parte aérea do vegetal.

Figura 8: Equacéo de regressdo para o teor de cobre na parte aérea de trigo cultivado em
diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses de cobre no solo.
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N&o houve interacdo entre doses e texturas de solo para o teor de cobre na raiz e
no gréo do trigo, apenas efeito simples significativo (Figura 9). O teor de cobre na raiz
aumentou de forma linear com as doses de cobre (Figura 9 A), enquanto a textura mais
arenosa de 17,5% possibilitou maior teor de cobre (Figura 9 B). Uma das estratégias de
tolerancia das plantas é a absorcéo de metais pesados e seu acimulo nas raizes (CHANEY

e OLIVER 1996). Porém, plantas expostas a altas doses de cobre no solo ndo conseguem
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evitar o acumulo nas raizes, afetando a translocacéo e distribui¢édo no ciclo biolégico dos
vegetais, oferecendo risco a saude humana quando consumidos (GARBISU e
ALKORTA, 2001; MARTINS et al., 2003; RANGEL et al., 2006). Isso acaba limitando

o0 crescimento de plantas conforme evidenciado nas Figuras 2 e 7.

Figura 9: Equacédo de regressdao e comparagdo de medias para as variaveis teor de cobre
naraiz e grao de trigo cultivado em diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70%) e doses
de cobre mg kg no solo.
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*Médias seguidas de mesma letra mailscula entre as texturas de solo, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

Para o teor de cobre no grao de trigo ndo foi possivel ajuste de nenhum modelo de
regressdo para as doses de cobre, com valor médio de 15,47 mg kg™ de cobre (Figura 9
C). Quanto a textura, observa-se que solos com texturas mais arenosas possibilitam maior

teor de cobre para o grdo de trigo (Figura 9 D). De acordo com o decreto n°® 55.871, de
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26 de marco de 1965 (ANVISA, 1965), o limite maximo de tolerancia (LMT) em
alimentos (matéria seca) para o Cu, é de 30 mg kgX. Segundo a Associacéo Brasileira das
Industrias de Alimentacdo (ABIA, 1985) os LMT para Cu permitido em grdos também é
30 mg kg. Com base nessas informagdes observou-se que os teores de cobre nos graos
de trigo em todos os tratamentos, encontram-se abaixo do LMT estabelecido na legislacédo
brasileira.

Houve interacdo significativa entre as doses e textura de solo para o fator de
bioconcentracdo (Figura 10). Nos solos com textura 17,5 e 35% de argila o fator de
bioconcentracdo reduziu de forma quadratica com as doses de cobre, sendo superior a
uma unidade até as doses 160 e 80 respectivamente, enquanto no solo com 52,5 e 70 %
de argila o fator de bioconcentracdo nao alcangou uma unidade, respondendo de forma
quadratica e linear negativa respectivamente com o acréscimo desse metal no solo (Figura
10 A). Plantas que apresentam fator de bioconcentracdo superior a uma unidade podem
ser recomendadas para fitoextragdo de contaminantes (MCGRATH e ZHAO, 2003).
Desta forma, o trigo apresenta baixo potencial de bioconcentrar cobre, sendo reduzido
para solos com texturas superiores a 70 % de teor de argila, e com altas concentracfes
deste metal no solo. A mobilidade do cobre no solo e a capacidade de absorcao pelas
plantas esta diretamente relacionado ao teor de argila no solo, sendo geralmente maior
em solos arenosos (MEDINA et al., 2018).

Figura 10: Fator de bioconcentracdo (A) e de bioacomulacéo (B) de cobre na cultura do
trigo cultivado em diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70% de argila) e doses de
cobre mg kg* no solo.
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O fator de bioacumulagdo apresentou interagdo significativa entre as doses e
texturas, sendo que em todos os tratamentos os valores se mantiveram inferiores a uma
unidade (Figura 10 B). A maior bioacumulacéo de cobre pelo trigo foi nos tratamentos de
solo com texturas mais arenosas, decorrente da maior disponibilidade deste metal para as
plantas quando comparado com texturas mais argilosas (52,5 e 70%). Em solos argilosos,
o cobre fica fortemente retido, principalmente pela ligacéo especifica com grupos OH
octaedral em argilas silicatadas, muitas vezes ficando indisponivel para as plantas
(MEDINA et al., 2018; MAMEDES, 2017; MATOS; FORTES; MARTINEZ, 1998).
Considerando que o fator de bioacumulagéo varia de 0,1 a 1 para cobre (WISE et al.,
2000; FUKSOVA; SZAKOVA; TLUSTOS, 2009), os resultados encontrados indicam
baixa capacidade de translocacdo de cobre para a parte aérea do trigo.

Houve interacdo significativa entre as doses de cobre e as texturas de solo para o
indice de tolerancia (ITOL) (Figura 11 A) e para o indice de translocacdo (ITRA) (Figura
11 B). O ITOL respondeu de forma cubica, com ponto de méxima em torno de 280 mg
kg de cobre no solo com textura 70% de argila, de forma linear negativa para os solos
com texturas mais arenosas (17,5 e 35% de argila) e sem ajuste para textura 52,5%.
Quando esse indice for superior a 60% tem-se alta tolerdncia das plantas aos
contaminantes (LUX et al., 2004). Desse modo, observa-se que para a cultura do trigo,
solos mais argilosos conferem maior indice de toleréncia as doses deste metal no solo, ja
para texturas mais arenosas (17,5 e 35% de argila) a tolerancia do trigo é reduzida com o

aumento na dose de cobre aplicada no solo.

Figura 11: indice de tolerancia (ITOL) (A) e Indice de translocacio (ITRA) (B) de cobre
na cultura do trigo cultivado em diferentes texturas (17,5%, 35%, 52,5%, 70% de argila)
e doses de cobre mg kg™ no solo.
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O indice de translocacdo (ITRA) da cultura do trigo evidenciou que as texturas
17,5, 35 e 70 % de argila apresentaram reducao linear para o ITRA com o aumento na
dose de cobre no solo, enquanto para o solo com 52,5 % de argila, nenhum modelo de
equacdo foi significativo (Figura 11 B). Segundo a literatura, quanto mais baixo ou
préximo a zero o indice de translocacdo, maior é a probabilidade de sobrevivéncia e
crescimento da espécie em ambientes contaminados (BRANZINI; GONZALEZ;
ZUBILLAGA, 2012; SCHEID et al., 2018). O ITRA inferior a 7% para o trigo, vem de
acordo com o encontrado por SILVA et al., (2007), onde os autores encontraram indices
variando entre 5,8 e 7,7% em arroz, considerados baixos para culturas agricolas. O cobre
é um elemento que ndo fica prontamente mdvel na planta por permanecer ligado
fortemente as raizes (KABATA-PENDIAS, 2011). Porém sua mobilidade dentro da
planta pode aumentar com a disponibilidade desse elemento, teor de argila, matéria
organica e pH no solo (CHAVES et al., 2010), no trigo a translocacdo do metal foi
reduzida com o0 aumento na dose de cobre. O acumulo de cobre pode nao ser influenciado
pela contaminacédo do solo, sendo que existe uma relacdo de antagonismo na absorcgéo de

metais com outros elementos (ALLOWAY, 1995).
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3.6 CONCLUSAO

A parte aérea e o sistema radicular do trigo sdo reduzidos em altas concentra¢es
de cobre no solo.

Solos arenosos favorecem a translocagédo de cobre para o grao de trigo em areas
contaminadas com este metal, enquanto que solos argilosos reduzem a translocagédo de
cobre para o gréo de trigo possibilitando o cultivo deste cereal em &reas com teores mais
elevados de Cu nos solos sem atingir o limite maximo deste elemento no gréo, conforme
preconizado pela legislacao brasileira.

Solos mais argilosos reduzem a bioconcentracdo e bioacumulacdo de cobre na
cultura do trigo quando comparado a solos mais arenosos.

Solos argilosos conferem maior indice de tolerancia de cobre para o trigo em

comparagdo com solos arenosos.
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4 CAPITULO 2: FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES PARA A
CULTURA DO TRIGO EM DIFERENTES DOSES DE COBRE NO SOLO

4.1 RESUMO

Em elevadas concentrages no solo o cobre é toxico para o desenvolvimento dos vegetais.
Simbioses realizadas entre microrganismos e espécies vegetais sdo uma alternativa para
minimizar a toxidez das plantas em solo contaminado com cobre. Objetivou-se selecionar
espécies de fungos micorrizicos arbusculares para o desenvolvimento de plantas de trigo
em solo contaminado com cobre. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo bifatorial 4 x 6, sendo quatro fonte de in6culos: 3 espécies de
micorrizas arbusculares (Acaulospora colombiana,Gigaspora margarita, e Rhizophagus
clarus), e sem indculo (testemunha) e e seis doses de cobre no solo (0 (zero = teor natural
do solo), 80, 160, 240, 320, 400 mg kg™'), com 7 repeti¢cdes. Avaliou-se a altura de plantas,
comprimento de raiz, volume de raiz, massa seca de raiz, area superficial especifica,
diametro médio de raiz, teor de cobre na raiz, parte aérea e grdo e porcentagem de
colonizagdo micorrizica. A parte aérea, o sistema radicular e a colonizagdo micorrizica
do trigo sao reduzidos em altas doses de cobre no solo. O fungo micorrizico Acaulospora
colombiana possibilita maior produtividade do trigo. No entanto, os isolados micorrizicos
Acaulospora colombiana e Gigaspora margarita quando comparados com o Rizophagus
clarus e a testemunha sem inoculagéo proporcionam maior altura de planta, comprimento
de raiz e area superficial especifica na cultura do trigo. Os fungos micorrizicos
possibilitam maior teor de cobre nas raizes e consequentemente menor mobilizacéo desse
metal para a parte aérea e graos do trigo.

Palavras-chave: Trigo. Micorrizas Arbusculares. Metal pesado.

4.2 ABSTRACT

In high concentrations in the soil copper is toxic for the development of plants. Symbiosis
carried out between microorganisms and plant species is an alternative to minimize the
toxicity of plants in soil contaminated with copper. The work aimed to select species of
arbuscular mycorrhizal fungi for the development of wheat plants in soil contaminated
with copper. The experimental design was completely randomized in a 4 x 6 bifactorial
arrangement, with four sources of inocula: 3 species of arbuscular mycorrhizae
(Acaulospora colombiana, Gigaspora margarita, and Rhizophagus clarus), and without
inoculum (control) and six doses of copper in the soil (0 (zero = natural soil content), 80,
160, 240, 320, 400 mg kg-1), with 7 repetitions. Plant height, root length, root volume,
shoot dry matter, dry root weight, total dry matter, specific surface area, average root
diameter, copper content in the root, shoot and grain were evaluated and percentage of
mycorrhizal colonization. The aerial part, the root system and the mycorrhizal
colonization of wheat are reduced by high doses of copper in the soil. The mycorrhizal
fungus Acaulospora colombiana enables greater wheat yield. However, the isolates
Acaulospora Colombiana and Gigaspora Margarita when compared with Rizophagus
Clarus and the witness provide greater height, root length and specific surface area and
lower copper content in the grain in wheat. Mycorrhizal fungi allow a higher content of
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copper in the roots and consequently less mobilization of this metal to the aerial part and
grains of wheat.

Key-words: Wheat. Arbuscular Mycorrhizae. Heavy metal.
4.3 INTRODUCAO

O trigo € um dos cereais mais produzidos no mundo (BELTRANO et al., 2006),
seu consumo € a base da alimentacdo de varios paises e uma das principais matérias-
primas brasileiras, com elevado valor financeiro envolvido no seu cultivo e nos produtos
industriais fabricados a base desse grdo. Destaca-se ndo apenas pelas suas caracteristicas
tecnoldgicas, mas também pela insercdo e valorizacdo dos sistemas de producgédo
regionais, agregando assim renda as propriedades agricolas, abastecimento do mercado
interno e no papel de produtos relevantes nas transa¢des comerciais brasileiras com outros
paises (MADEIRA, 2014).

O cobre € um micronutriente indispensavel para 0s organismos Vivos, esse
elemento desempenha varios processos fisioldgicos tais como a respiracdo, fotossintese
e na fixacdo de nitrogénio (FEKIACOVA et al., 2015; RUSCINITTI et al., 2017).
Contudo, quando presente em concentracdes acima do recomendado, pode causar em
animais e humanos, inativacdo enzimatica, doencas hepéticas, dores musculares,
alteracdes nervosas, vOmitos e em casos de superexposicdo, a morte (MAHER, 2018). A
Fundacdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM) na portaria n® 85/2014, estabeleceu
que o valor de referéncia e qualidade (VQR) em areas agricolas para cobre total em solos
oriundos de rochas vulcanicas do planalto do estado do Rio Grande do Sul é de 203
mg/kg* (FEPAM, 2014).

Dentre as principais fontes antropogénicas de emissdo deste metal para o
ambiente, destacam-se a mineracdo, queima de carvédo para fonte de energia, emissdo de
residuos industriais e urbanos, aditivos na alimentacdo animal, uso descontrolado de
dejetos animais na adubacéo e uso desenfreado de agroquimicos na agricultura (CETESB,
2012; ANDREAZZA et al., 2013; ANDRADE et al., 2010). Isso tem resultado em
superacumulacdo de cobre no solo, causando diversas alteracbes morfoldgicas e
fisiolégicas nos vegetais (FERREIRA et al., 2016).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) estabelecem relagdo simbiética
mutualistica com cerca de 80% das especies de plantas (SMITH e READ, 2008), sendo

capazes de contribuir para o seu desenvolvimento, produtividade, protecdo a estresses
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ambientais e patogenos, reduzindo a utilizacdo de fertilizantes minerais e defensivos,
devido a acdo de protecdo e do acimulo de compostos bioativos e de crescimento para 0s
vegetais, bem como a melhoria das propriedades fisico-quimicas do solo ou substrato
(PASZT et al., 2011; MATSUBARA,; ISHIGAKI; KOSHIKAWA, 2009). Esses fungos
atuam na protecdo de plantas frente ao estresse provocado pelas altas concentragdes de
metais no solo, sendo resultado de diversos fatores, como o acimulo do metal em érgdos
ndo vitais, manutencdo na integridade das membranas celulares, retengdo do metal no
micélio fungico ou na parede celular (RUSCITTI et al., 2017).

Vaérios estudos foram realizados com fungos micorrizicos arbusculares (SILVA et
al., 2006; CASTILLO et al., 2011; HASSAN et al., 2013), levando a controversas da
especificidade tanto da espécie de FMAs quanto do hospedeiro, e da associacdo
simbiotica em ambientes com excesso de metais pesados no solo (KLAUBERG-FILHO
et al., 2005; SANTANA et al., 2015; FERREIRA et al., 2016). Assim, faz-se necessaria
a selecdo de espécies de FMAs eficientes em promover o crescimento e producao de trigo,
maximizando os efeitos positivos dessa associacdo. Objetivou-se selecionar espécies de
fungos micorrizicos arbusculares para o desenvolvimento de plantas de trigo em solo

contaminado com cobre.

4.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao pertencente ao Departamento
de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus de
Frederico Westphalen, entre os meses de junho e novembro de 2020. O solo utilizado no
experimento foi caracterizado como Latossolo Vermelho, coletado em area agricola na
camada de 0 — 20 cm, sendo esterilizado em autoclave a pressdo de 1 atm (121 °C) por
30 minutos, processo repetido por trés vezes. Foi realizada a caracterizacdo quimica do
solo, cujos atributos quimicos e fisicos estdo especificados na Tabela 1, conforme
metodologia descrita por Mann e Ritchie (1993) para o cobre trocavel e por Tedesco et

al., (1995) para os demais atributos.
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Tabela 1: Textura e analise quimica do solo utilizado para o cultivo do trigo.

-------------------- - --Parametros---
Textura pH MO P K Mg Al+H Cu Zn

% 1:1 I MQ/AM3-mmmm e
52,5 5,2 0,9 0,85 24,97 1,92 1,85 8,1 0,59

Por meio da interpretacdo da andlise do solo foi realizado a corre¢do do pH em
agua para 6.5 e adubacéo recomendada para a cultura do trigo de acordo com o Manual
de Calagem e Adubacdo para os estados do RS e SC (2016) para espectativa de
produdividade de 4 toneladas por ha. A contaminagéo do solo com as doses de cobre foi
realizada 60 dias antes da semeadura do trigo, na forma de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0), sendo homogeneizado com o solo por agitacdo em saco pléstico.

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) foram oriundos da Colecao
Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG) do Laboratério de Micorrizas da
Universidade Regional de Blumenau — SC. A inoculagédo foi realizada no momento da
semeadura do trigo, na qual foram adicionados 30 esporos de cada um dos isolados
micorrizicos, por vaso.

A cultivar de Trigo utilizada foi a TBIO Sinuelo. Para o cultivo das plantas foram
utilizados vasos plasticos com capacidade de 5 litros, preenchidos com 5 Kg de solo.
Foram semeadas 10 sementes por vaso, na primeira quinzena de junho e realizado o
desbaste 15 dias ap0s a germinacao, deixando-se 4 plantas por vaso, as quais compuseram
uma unidade experimental até o final do experimento, ou seja, até o final do ciclo
produtivo da cultura. A irrigacdo foi controlada diariamente por sistema de gotejamento,
de acordo com a necessidade da cultura, mantendo-se o solo em 80% da capacidade de
campo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo bifatorial 4
X 6, sendo quatro fontes de indculos: 3 espécies de micorrizas arbusculares (Acaulospora
colombiana,Gigaspora margarita e Rhizophagus clarus), e sem inéculo (testemunha) e
seis doses de cobre no solo (0 (zero = teor natural do solo), 80, 160, 240, 320, 400 mg kg

1y, com 7 repetigdes.
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Determinou-se a produtividade expressa em gramas por 4 plantas. Para estimativa
de produtividade os gréos foram colhidos, pesados, aferido a umidade e posteriormente
corrigido esse peso para umidade de 13%, conforme equacéo (1).

) (1)

00 — Umidade atual
100—-Ud%

Peso corrigido para Ud% = Peso timido x ( !

Sendo, Ud = umidade desejada

Foram realizadas avaliacdes morfoldgicas de: altura de plantas (AP) em cm, com
auxilio de régua graduada, medindo-se do solo até o final da espiga; volume de raiz (VR)
com auxilio de proveta graduada; massa seca de raiz (MSR); realizando-se a separagao
da parte aérea e radicular na regido do colo da planta, sendo a massa submetida a secagem
em estufa a 61°C até peso contante. A massa seca total foi obtida pela soma da massa
seca da parte aérea e de raiz.

Ap0s a coleta das plantas, as raizes foram separadas por meio de lavagem com
agua e auxilio de peneiras de 0,5 e 1,0 mm de malha para determinacao da area superficial
especifica (ASE) e o diametro médio de raiz (DMR) conforme Tennant (1975) por meio
do programa computacional SAFIRA (JORGE; RODRIGUES, 2008).

As massas secas da parte aérea, raizes e graos foram moidos em moinho tipo
Wiley com peneira de malha de 10 mesh para a determinacao dos teores de cobre através
de digestdo nitro-perclorica (3:1) e determinacdo em espectrofometria de absor¢édo
atdbmica, conforme descrito por Miyazawa et al., (2009).

A porcentagem de colonizagdo micorrizica (PC) baseou-se na coloracdo de raizes
com Azul de Tripan 0,05% conforme descrito por Phillips e Hayman (1970), para
visualizacdo da colonizacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) em
estereomicroscopio com aumento de 60x (BRUNDRETT et al., 1996). A colonizacao foi
estimada em 5 repeticdes por planta, totalizando 35 repeti¢es por tratamento, pelo
método da placa quadriculada (GIOVANNETTI e MOSSE, 1980).

No solo a determinacdo do teor de cobre pseudo-total foi realizado conforme
metodologia 3050b descrita por USEPA (1996) e para cobre disponivel realizado com
uma solucéo extratora Melhlich a qual atua por dissolucio &cida, diante dos acidos
sulfurico e cloridrico (SOBRAL et al., 2013).

Os resultados foram submetidos a analises de variancia e quando houve interacéo
significativa, desdobrou-se os efeitos da dose em cada tratamento de inoculagao por meio
de analise de regressdo e quando ndo significativo comparou-se as medias do fator

qualitativo pelo teste de Scott knot e do fator quantitativo por regressdo. Os resultados
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foram analizados com auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011),

considerando como referéncia os niveis de significAncia maiores que 95%.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cobre disponivel e pseudo-total no solo aumentaram de forma linear com a
aplicacdo do mesmo no solo (Figura 1). Nota-se que o pseudo-total na dose de 95 mg de
cobre kg* de solo alcanga os limites maximos de investigacio permitidos pela resolucio
n° 420, que é de 200 mg kg™ de solo (CONAMA, 2009). Os Latossolos apresentam
elevados teores totais de metais devido ao material de origem, porém estdo
predominantemente presentes em formas oOxidas ndo disponiveis, muitas vezes

apresentando deficiéncia para as plantas (SECCO et al., 2005).

Figura 1: Cobre disponivel e pseudo-total em solo cultivado com trigo e doses de cobre
(0, 80, 160, 240, 320, 400 mg de cobre kg™ de solo).

—@ — Pseudo-total de Cu
600 7 T52,5=101,22+1,05x R?=0,97
—©— Cudisponivel
T52,5=17,68+0,95x R’= 0,98

— — Limite maximo segundo CONAMA

Teor de cobre no solo (mg kg'l)

0 1 1 1 1 ]
0 80 160 240 320 400

Doses de cobre aplicado no solo (mg kg'l)

O cobre disponivel na dose zero apresentou teor de 8,1mg de cobre kg™ de solo
(Figura 1). As diferencas nos teores de cobre disponivel e pseudo-total apresentados na

Figura 1 se devem aos mecanismos de adsorc¢do, sendo eles, a adsor¢cdo ndo especifica
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(esfera externa) que ocorre atraves da acéo de forgas eletrostaticas entre cations metalicos
presentes na solucdo do solo e a superficie carregada com cargas negativas dos coldides.
Ja a adsorcdo especifica (esfera interna) se deve a elevada afinidade entre a superficie e
os cations livres em solucdo, na qual os ions penetram na estrutura do atomo e ligam-se
por meio de ligacBes covalentes ou ibnicas com os grupos O e OH da superficie do solo
(VINHAL-FREITAS et al., 2010; ARAUJO, 2015).

Os resultados ndo evidenciaram interacdo significativa para a altura de planta,
comprimento, massa seca, volume, area superficial especifica e diametro médio de raizes
de trigo, verificando apenas efeito simples para doses de cobre e espécies de Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAs) (Figuras 2 e 3).

As doses de cobre induziram efeito quadratico positivo na altura das plantas de
trigo com ponto de maxima na dose 98,68 mg kg de cobre no solo com 51,71 cm (Figura
2 A). De forma geral, a altura do trigo é reduzida com o aumento na dose de cobre no
solo, sobretudo em doses superiores ao ponto de maxima, onde fica evidente a reducdo
dréstica na altura, evidenciando o potencial de fitotoxidez por cobre. A diminuicdo do
crescimento de plantas em funcdo de sua exposi¢do a altos niveis de cobre no solo é
relatada na literatura (ZORTEA et al., 2016; ALBARELO et al., 2014; DE SOUZA;
FRANCA,; FERREIRA, 2011).

Figura 2: Efeito simples significativo de doses de cobre (0, 80, 160, 240, 320, 400 mg kg
! de solo) para altura de planta, comprimento, massa seca, volume, area superficial
especifica e diametro médio de raiz de plantas de trigo.
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O aumento das doses de cobre levou a reducdo linear no comprimento de raiz,
sendo 23% menor quando comparado a dose 400 mg de cobre kg™ no solo com a dose
zero (Figura 2 B). Varias pesquisas relatam que quando em altas concentracdes, o cobre
causa efeito tdxico reduzindo o desenvolvimento do sistema radicular dos vegetais
(DECHEN e NACHTIGALL, 2006; CASALI et al., 2008; MIOTO et al., 2017). Um dos

principais elementos que afeta a capacidade produtiva das plantas estd associado ao
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sistema radicular, apés a germinacdo das sementes, as raizes desempenham papel
fundamental no estabelecimento das culturas no campo, pois sdo responsaveis pela
sustentacdo da planta, eficiéncia de absorcdo de agua e nutrientes, dentre eles o fosforo
que apresenta baixa mobilidade no solo e sua absorc¢éo € diretamente relacionada ao maior
comprimento radicular (BERGOUGH-GLYN et al., 2006; REINERT et al., 2008;
PIMENTEL et al., 2016).

As doses de cobre aumentaram de forma quadratica a massa seca e volume de raiz
de trigo, obtendo como ponto de méaxima 5,84 gramas na dose 166 mg kg™ (Figura 2 C)
e 26 cm® na dose 210 mg kg* (Figura 2 D) de cobre no solo, respectivamente. Pequenas
doses de cobre no solo podem aumentar o nimero de raizes secundarias e a massa seca
do sistema radicular, entretanto, em altas doses o volume e a massa seca radicular séo
reduzidos devido ao efeito toxico deste metal as raizes (ROSSI et al., 2008). Contudo, em
elevada concentracdo no solo, o efeito toxico do cobre para 0s vegetais € citado na
literatura sobretudo como, auséncia de formacdo de raizes, reducdo no crescimento e
consequentemente, diminuicdo da massa seca, acarretando em reducdo na capacidade de
absorcéo de agua e nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento de plantas
(MARTINS, 2014; TAIZ et al., 2017).

A area superficial especifica (ASE) apresentou aumento quadratico para as doses
de cobre com ponto de maxima em 53 mg kg™ de cobre no solo (Figura 2 E), enquanto o
didmetro médio de raizes diminuiu de forma linear com 0 aumento da dose de cobre no
solo (Figura 2 F). A ASE e o diametro médio do sistema radicular estdo relacionadas a
capacidade das plantas em absorver agua e nutrientes do solo (BOUMA; NIELSEN;
KOUTSTAAL, 2000), pois raizes finas apresentam maior capacidade de absorver
nutrintes por difusdo (GURGEL et al., 2020; NOVAIS et al., 2017). Desse modo, as doses
de cobre no solo reduzem a area superficial especifica de raizes de trigo e associado a
reducdo do comprimento radicular, indicam redugdo e engrossamento no sistema
radicular do trigo e consequentemente na capacidadede absorver dgua e nutrientes do
solo.

Os resultados evidenciaram efeito simples significativo do tratamento de
inoculacdo para a altura, comprimento, area superficial especifica e didmetro médio de
raiz de plantas de trigo (Figura 3). A maior altura de plantas foi observada nos tratamentos
com as espécies de FMAs Acaulospora colombiana e Gigaspora margarita, sendo que a
Rizophagus clarus nédo se diferenciou da Testemunha (Figura 3 A). A associagdo entre

plantas e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) proporcionam aumento no
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metabolismo, na fixacdo de carbono pelas espécies vegetais, maior altura de plantas e
massa seca da parte aérea (OLIVEIRA et al., 2010; BRAGHIROLLI et al., 2012; SMITH
e READ, 2008).

Os fungos micorrizicos arbusculares G. Margarita e A. Colombiana
possibilitaram maior comprimento radicular das raizes de trigo (Figura 3 B). Isso ocorre,
pois, os FMAs penetram suas hifas nas raizes passando a funcionar como um sistema
radicular adicional, aumentando a area radicular e consequentemente aumentando a
capacidade de absorcao de nutrientes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006; KUMAR et al.,
2015). Desse modo, o trigo é beneficiado pelas associacdes micorrizicas em funcéo do
aumento do volume explorado pelo sistema radicular (STOPPER et al., 1990).

O in6culo com as trés espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares
apresentaram médias superiores a testemunha para as variaveis massa seca e volume de
raiz, porém sem efeito significativo (Figura 3 C, 3 D). Trabalhando com a interacdo entre
FMAs e bactérias diazotréficas em trigo, Sala et al., (2007) verificou que a inoculagdo
isolada de Glomus etunicatun e Acaulospora colombiana ndo se diferenciaram dos
tratamentos sem inoculacdo para a varidvel massa seca de raiz. Porém, avaliando a
influéncia da micorriza no desenvolvimento do milho, Nunes et al., (2019) verificou que
a inoculacdo de Rhizophagus clarus e Gigaspora margarita promoveram aumento na

massa seca e volume de raiz quando comparadas a testemunha sem inoculacéo.

Figura 3: Efeito simples significativo de indculo micorrizico (A. colombiana, G.
margarita, R. clarus e testemunha, sem indculo), na altura de planta, comprimento, massa
seca, volume, area superficial especifica e diametro médio de raiz de plantas de trigo.
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O diametro médio de raizes foi superior para a A. colombiana, sendo que 0s
demais inoculos micorrizicos e a testemuna ndo se diferenciaram (Figura 3 F). A
geometria radicular € uma caracteristica importante para que ocorra a absor¢do dos
nutrientes, sendo que estes devem estar na solucdo do solo e serem transportados ou se
encontrarem na rota de crescimento da raiz (ROSOLEM et al., 2003). Raizes mais finas
apresentam geometria mais favoravel para absor¢do de nutrientes por difusdo (BARBER,
1995), enquanto raizes mais grossas favorecem o transporte por fluxo de massa
(ROSOLEM et al., 2003). Dentre os beneficios gerados pela associacéo entre plantas e
fungos micorrizicos pode-se destacar a extensdo do sistema radicular e maior area
superficial especifica acarretando uma maior absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas
(VANDRESEN et al., 2007; COSTA et al., 2019).

O maior valor de area superficial especifica do trigo foi obtido com a espécie G.
margarita, a qual ndo se diferiu da A. colombiana, sendo superior ao tratamento sem
inoculagéo (Figura 3 E). A simbiose estabelecida entre as micorrizas arbusculares e as
espécies vegetais sdo de grande importancia, visto que, através de suas hifas
extraradiculares promovem o alongamento das raizes, elevando a area de contato no solo,
podendo aumentar a area superficial especifica em até 40x (GIOVANNETTI et al., 2001).
Desse modo, varios beneficios sdo citados na literatura pela simbiose das plantas com
FMAs, como aumento da absorcdo de agua e nutrientes de baixa mobilidade no solo,
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (SILVEIRA et al., 2002; SCHIREINER, 2007;
NUNES et al., 2008).

Os resultados demostraram interacdo significativa entre indculos e doses de cobre
aplicado no solo para o percentual de colonizagdo micorrizica, verificando-se redugdo
linear para os trés isolados com o aumento na dose de cobre no solo (Figura 4). O isolado
A. colombiana apresentou maior potencial de colonizacdo de raizes de trigo em baixas
concentracdes de cobre no solo, entretanto com 0 aumento na dose desse metal no solo,
proximo a dose 240 mg kg, nota- se que a G. margarita, apresenta-se superior aos
demais isolados. Fungos micorrizicos dos géneros Glomus e Acaulospora sdao mais
abundantes nos solos agricolas e mais eficientes na taxa de colonizacdo das raizes dos
vegetais (GRAHAM e ABBOTT, 2000). A porcentagem de coloniza¢do micorrizica esta
relacionada com a especificidade e afinidade do fungo com o hospedeiro, podendo causar
diferenga no efeito da colonizacdo (MATSUBARA et al., 2009). Avaliando 10 diferentes
isolados de FMAs em trigo, Graham e Abboutt (2000) classificaram os isolados

Acaulospora e Gigaspora como agressivos, com taxa de colonizacdo entre 50 e 89%.
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Trabalhando com a inoculacdo de FMAs e bactérias diazotroficas em trigo, Sala et al.
(2007) verificaram que quando inoculado os isolados Acaulospora e Glomus de forma
separada, 0s niveis de colonizagdo chegaram a 38 e 39% respectivamente.

Figura 4: Porcentagem de colonizagdo micorrizica em raizes de trigo cultivado em
diferentes doses de cobre (0, 80, 160, 240, 320, 400 mg kg™ de solo), sem (Testemunha)
e com inoculacdo de Acaulospora colombiana, Gigaspora margarita e Rizophagus
clarus.
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30 1 —6— Gigaspora y= 20,20-0,027x R*= 0,67
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O acréscimo na dose de cobre aplicado no solo acarretou reducéo linear na taxa
de colonizacdo em todas as espécies de fungos micorrizicos em raizes de trigo, sendo que
os isolados A. colombiana, G. margarita e R. clarus apresentaram reducgdes de 78, 70 e
72% na taxa de colonizago quando correlacionado a dose 0 e 400 mg kg™ de cobre no
solo, respectivamente. Altas concentracbes de metais pesados reduzem a taxa de
colonizacdo micorrizica (ANDRADE et al., 2004). Avaliando a influéncia da micorriza
no desenvolvimento da videira sob estresse de cobre, Rosa et al., (2019) verificaram que
0 aumento nas concentragdes de cobre no solo reduziu em 70% a colonizacdo pelos FMAs
em fungdo do efeito toxico deste metal. O alto teor de cobre no solo pode reduzir
drasticamente ou até inibir a colonizacdo radicular por FMAs (AMBROSINI et al., 2015;
ROSA et al., 2016).
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Os resultados néo evidenciaram interacéo significativa entre as doses de cobre e
fontes de inoculo para a produtividade de plantas de trigo, apresentando apenas efeito

simples significativo para as fontes de variagéo (Figura 5).

Figura 5: Efeito simples de doses de cobre (A) e dos inoculos micorrizicos (B) A.

colombiana, G. margarita, R. clarus e testemunha (sem in6culo) na produtividade do

trigo.
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*Médias seguidas de mesma letra maidscula entre os indculos micorrizicos, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

Quando comparados as doses de cobre aplicadas no solo, pode-se observar
aumento de forma quadratica com ponto de méaxima na dose de 18 mg de cobre kg™ no
solo (Figura 5A). O cobre é um elemento essencial para a cultura do trigo, sendo que sua
deficiéncia causa esterilidade do p6len da espiga, acarretando em ma formacao e perdas
de produtividade (BARKER; PILBEAM, 2015). No entanto, altas doses de cobre no solo
reduzem o desenvolvimento de plantas, implicando em diminuicdo da capacidade
produtiva devido aos danos causados pelos metais no aparelho fotossintético, interferindo
na biossintese de clorofilas e na atividade de enzimas do ciclo de Calvin e do aparelho
fotossintético (DELGADO et al., 2016; PANZIEIRA et al., 2018). Esse resultado

evidencia a importancia de pequenas doses desse metal para maximizar o potencial
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produtivo da cultura, poréem a partir do ponto de maxima, destaca-se o efeito toxico deste
metal, reduzindo a produtividade do trigo.

Ao comparar as fontes de inoculo o fungo A. colombiana possibilitou
significativamente maior produtividade do trigo em relacdo aos demais tratamentos
(Figura 5). Dentre os beneficios gerados pela associacdo entre plantas e fungos
micorrizicos pode-se destacar a extensdo do sistema radicular (Figura 3 B) maior area
superficial especifica (Figura 3 E) aumentando a absor¢do de agua e nutrientes resultando
em plantas mais vigorosas e produtivas (VANDRESEN et al., 2007; COSTA et al., 2019).

O teor de cobre na raiz, parte aérea e no grao de plantas de trigo evidenciaram
interacdo significativa para as doses de cobre e indculos micorrizicos (Figura 6). Nota-se
aumento linear no teor de cobre na raiz para todas as fontes de indculo testadas, com
destaque para a espécie G. margarita com 443 mg kg de cobre na raiz na dose 400 mg
kg, (Figura 6 A). Avaliando a fitodisponibilidade do cobre para a cultura do milho,
SEIDEL et al., (2009) verificou que o aumento no teor de cobre no solo, acarreta maior
acumulo do metal nas raizes, com teores de 445,8 g kg™ quando receberam 300 mg dm
de cobre. O aumento no teor de metais nas raizes e consequentemente o alivio do estresse
das plantas em elevadas concentracfes destes elementos, quando inoculadas com fungos
micorrizicos, é relatado por (RIVEIRA-BECERRIL et al., 2002; SHEN et al.,2006). As
raizes micorrizadas podem atuar como uma barreira, reduzindo a translocacdo e
aumentando as concentracfes dos metais nas mesmas. Este efeito é atribuido a adsor¢édo
dos metais nas paredes das hifas, uma vez que a quitina tem uma importante capacidade
de ligagéo a esses elementos (JONER et al., 2000).

A concentracdo mais elevada de Cu no sistema radicular é consistente com
resultados encontrados em estudos relacionando a baixa mobilidade do Cu para a parte
aérea (RODRIGUES et al., 2018; DE MARCO et al., 2017). Desse modo, a imobilizacdo
de metais na biomassa fungica e a imobilizacdo na parede celular por carboidratos
extracelulares é proposta como um mecanismo pelo qual esses fungos podem aumentar a

tolerancia das plantas aos metais pesados (LASAT, 2002).

Figura 6: Teor de cobre na raiz, parte aerea e grao de plantas de trigo cultivado em
diferentes doses de cobre (0, 80, 160, 240, 320, 400 mg kg* de solo), sem (Testemunha)
e com inoculacdo de Acaulospora colombiana, Gigaspora margarita e Rizophagus
clarus.
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—O— Gigaspora y= 140,79+0,71x R*= 0,94 —O— Gigaspora y= 6,27+0,027x-0,000051x* R*= 0,62
—w Rizophagus y= 105,77+0,73x R’= 0,97 —¥— Rizophagus y= 6,77+0,022x R*= 0,67
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De acordo com Silva et al. (2007) as raizes de plantas de arroz e soja limitam a
translocacdo de Cu para outros tecidos das plantas, pois possuem mecanismos de
tolerdncia ao excesso deste metal no solo, como a imobilizacdo na parede celular,
restricdo na absorcdo, compartimentalizacdo no vacuolo, formacdo de quelatos e
fitoquelatinas, reduzindo a translocacdo de cobre para a parte aérea. A associagédo
micorrizica pode aumentar a area de superficie de absorcdo das raizes, melhorando a

absorcdo de ions de baixa mobilidade no solo, entre eles o cobre (ZHU et al., 2001; CHEN
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et al., 2005; GONZALES-CHAVES et al., 2004). Como o arroz e a soja, acredita-se que
0 trigo também possui mecanismos de tolerdncia e que estes evitam a translocacéo de
cobre, observando-se os baixos teores encontrados na parte aérea e grdo (Figura 6 B e C).

O teor de cobre na parte aérea aumentou de forma linear para o tratamento sem
inoculacdo e com os isolados R. clarus e A. colombiana, enquanto G. margarita
respondeu de forma quadratica, com ponto de méaxima na dose 264 mg kg™ de cobre no
solo (Figura 6 B). Plantas associadas com fungos micorrizicos podem reter estes metais
nas raizes e reduzir a translocacdo para a parte aérea. Isto envolve varios mecanismos,
como efeitos diferenciados no crescimento da planta hospedeira e a producao, pelos
FMAs, de glicoproteinas, denominadas glomalinas, que apresentam alta capacidade de
reter metais (CHRISTIE et al., 2004).

As trés espécies de fungos micorrizicos possibilitaram menor teor de cobre no
grdo quando comparadas com a testemunha em todas as doses de cobre estudadas (Figura
6 C). Os fungos micorrizicos atuam na protecdo da toxidade de metais as plantas
(SOARES e SIQUEIRA, 2008), pois possuem a capacidade de compartimentalizar o
cobre nos esporos, reduzindo sua translocacdo para outros compartimentos das plantas
(CORNEJO et al., 2013), producdo de glomatina, pelas hifas dos fungos, substancia
eficiente na retengdo e reducdo na translocagdo do contaminante (GONZALVES-
CHAVEZ et al., 2004), fitoestabilizacio e consequentemente imobilizagdo dos metais na
raiz (SANTOS et al., 2007).

De acordo com o decreto n° 272.688, de 27 de agosto de 1965 (ANVISA, 1965),
o limite maximo de tolerancia (LMT) em alimentos (matéria seca) para o Cu, é de 30 mg
kg?, e, conforme a Associacéo Brasileira das Industrias de Alimentacdo (ABIA, 1985) o
LMT para Cu, permitidos em grdos é de 30 mg kgX. Em todos os tratamentos, os niveis
de cobre no grao de trigo ficaram abaixo dos limites maximos previstos pelas legislacdes,
sendo que, o teor maximo de cobre no grédo foi de 12,73 mg kg* na dose 240 mg kg™ de

cobre correspondendo ao tratamento sem inoculagao.



64

4.6 CONCLUSAO

A parte aérea, 0 sistema radicular e a colonizacdo micorrizica do trigo séo
reduzidos em altas doses de cobre no solo.

O fungo micorrizico Acaulospora colombiana possibilita maior produtividade do
trigo. No entanto, os isolados micorrizicos Acaulospora colombiana e Gigaspora
margarita quando comparados com o Rizophagus clarus e a testemunha sem inoculacao
proporcionam maior altura de planta, comprimento de raiz e area superficial especifica
na cultura do trigo.

Os fungos micorrizicos possibilitam maior retencdo de cobre nas raizes com

menor mobilizacdo desse metal para a parte aérea e graos do trigo.
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5 CAPITULO 3: FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL NA CULTURA DO TRIGO
EM DIFERENTES DOSES DE COBRE NO SOLO

5.1 RESUMO

O cobre € um micronutriente essencial para o crescimento dos vegetais, pois faz parte da
constituicdo de enzimas e proteinas, no entanto, quando em elevadas concentracfes no
solo pode se tornar toxico. A associagao entre microrganismos e plantas € uma alternativa
para reducdo dos efeitos negativos do excesso de cobre as plantas. O objetivo deste
trabalho foi determinar a influéncia da co-inoculacéo de fungos micorrizicos arbusculares
e bactérias promotoras de crescimento de plantas na cultura do trigo cultivado em solo
contaminado com cobre. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em arranjo bifatorial 5 X 2, sendo cinco isolados (Azospirillum brasilense;
Acaulospora colombiana; Gigaspora margarita; Acaulospora colombiana+Azospirillum
brasilense; Gigaspora margarita+Azospirillum brasilense;), duas doses de cobre (0 =
teor natural do solo e 400 mg kg?), com 8 repetices. Avaliou-se a altura de plantas, n°
de perfilhos, comprimento de raiz, volume de raiz, massa seca da parte aérea, massa seca
de raiz, area superficial especifica, diametro médio de raiz, teor de cobre na raiz, parte
aérea e grao e porcentagem de colonizacdo micorrizica. A inoculacdo dos fungos
micorrizicos reduzem o teor de cobre no grdo de trigo embora a coinoculacdo A.
colombiana e A. brasilense apresente efeito antagonico resultando em maior teor de cobre
na parte aérea do trigo. A bactéria A. brasilense como promotora de crescimento
associada aos fungos micorrizicos A. colombiana e G. margarita reduz a colonizagdo
micorrizica nas raizes do trigo. A bactéria A. brasilense promove maior produtividade,
altura de plantas, nimero de perfilhos e massa seca da parte aérea do trigo.

Palavras-chave: Trigo. Micorrizas Arbusculares. Azospirillum brasilense. Metal pesado.

5.2 ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient for the growth of vegetables, as it is part of the
constitution of enzymes and proteins, however, when in high concentrations in the soil it
can become toxic. The association between microorganisms and plants is an alternative
to reduce the negative effects of excess copper on plants. The objective of this work was
to determine the influence of the co-inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi and plant
growth promoting bacteria in the culture of wheat grown in soil contaminated with
copper. The experimental design used was completely randomized in a 5 X 2 bifactorial
arrangement, with five isolates (Azospirillum Brasilense; Acaulospora Colombiana;
Gigaspora Margarita; Acaulospora Colombiana + Azospirillum Brasilense; Gigaspora
Margarita + Azospirillum Brasilense;), two copper doses (0 = natural content of the soil
and 400 mg kg-1), with 8 repetitions. Plant height, number of tillers, root length, root
volume, dry mass of the aerial part, dry mass of the root, specific surface area, average
root diameter, copper content in the root, aerial part and grain and percentage of
mycorrhizal colonization. The inoculation of mycorrhizal fungi reduces the copper
content in the wheat grain, although the coinoculation of A. colombiana and A. brasilense
presents an antagonistic effect, resulting in higher copper content in the aerial part of the
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wheat. The bacteria A. brasilense as a growth promoter associated with the mycorrhizal
fungi A. colombiana and G. margarita reduces mycorrhizal colonization in wheat roots.
The A. brasilense bacterium promotes greater productivity, plant height, number of tillers
and shoot dry mass.

Key-words: Wheat. Arbuscular Mycorrhizae. Azospirillum brasilense. Heavy metal.

5.3 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum) é o segundo cereal mais produzido no mundo e em
diversos paises é a principal fonte de proteinas e calorias (WANG et al., 2012). Ao longo
da safra 2019/2020, o trigo colhido ocupou uma area de 216,5 milhGes de hectares no
mundo inteiro, obtendo uma producdo de 764,3 milhGes de toneladas, 4,6% superior a
safra anterior (USDA, 2020). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab), entre 2009 e 2019, o Brasil cultivou 2,2 milhGes de hectares de trigo por safra,
com producdo média de 5,4 milhdes de toneladas, representando metade do consumo
anual, que foi em média 11 milhdes de toneladas (CONAB, 2020). O cultivo nacional se
da principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste onde é a cultura de inverno de
maior importancia, comportando 87,3% da producdo brasileira (CONAB, 2020). No
entanto, a alta demanda de consumo torna o Brasil dependente de importagdes para suprir
0 mercado interno (COSTA et al., 2013).

Os metais sdo considerados um grupo de grande relevancia ambiental, por causa
do seu potencial de bioacumulacdo nos niveis troficos, constituindo um fator de
contaminacdo (CAIRES et al., 2011). Um solo é considerado contaminado quando a
substancia de interesse estiver acima do limite critico, denominado valor de intervencédo
(BORGES JUNIOR et al., 2008; SILVA et al., 2019). O uso de plantas e microrganismos
tem se mostrado um grande potencial para recuperacdo de areas contaminadas com cobre
(AGNELLO et al., 2016).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo organismos biotréficos
obrigatdrios que estabelecem relacdo simbiotica com um grande nimero de espécies de
plantas (cerca de 80%) (SMITH e READ, 2008), contribuindo para o seu
desenvolvimento, produtividade, protecdo contra patégenos, maior resisténcia a estresses
ambientais e reducdo na utilizacdo de fertilizantes minerais e defensivos, em decorréncia

da sua capacidade de producdo e acumulo de compostos bioativos e de crescimento, bem
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como, melhoria nas qualidades fisico-quimicas do solo (LINS et al., 2007; CAPRONI et
al., 2005).

As plantas apresentam varios mecanismos que as permitem tolerar altos teores de
metais no solo sendo que a associacdo com micorrizas exerce um papel fundamental para
diminuir o efeito toxico a planta, restringindo a entrada desses elementos na célula (ALI
etal., 2013). Pesquisas realizadas em areas de mineracao de carvao, em ambientes pobres,
degradados e com elevadas doses de metais no solo, demonstram que a inoculagédo de
FMAs reduziu os efeitos tdxicos dos metais para as plantas, favorecendo o seu
crescimento e desenvolvimento nestes ambientes (LINS et al., 2007; ANTONIOLLI et
al., 2010).

Além do potencial de fixacdo de N, bactérias do género Azospirillum tem sido
estudadas quanto a capacidade de promover o crescimento de plantas. Essas bactérias
além de reduzirem o custo de producdo e a dependéncia do agricultor por insumos
industrializados (NUMOTO et al., 2019; RADWAN et al., 2004; MEDEIROS et al.,
2007), promovem alterages hormonais, podendo levar a um maior crescimento radicular,
e consequentemente maior absorcdo de agua e nutrientes (BASHAN et al., 2005).
Diversos estudos demostram também a capacidade de diferentes géneros de bactérias
crescerem em solos com altas concentracfes de metais (UZEL e OZDEMIR, 2009;
CHEN et al., 2008; FLORENTINO et al., 2009). Assim, por essas caracteristicas, as
bactérias apresentam potencialidades para experimentos visando a biorremediacdo de
solos contaminados por metais, em associacdo com espécies vegetais (MATSUDA;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Com base no exposto, a divida que ainda persiste é se a inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (Azospirillum brasilense) e fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) promovem o desenvolvimento do trigo em areas contaminadas com
cobre. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia da co-
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e bactérias promotoras de crescimento de

plantas na cultura do trigo cultivado em solo contaminado com cobre.

5.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, em casa de vegetacéo do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),

Campus de Frederico Westphalen, entre os meses de marco e novembro de 2020.
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O solo utilizado no experimento foi caracterizado como um Latossolo Vermelho,
coletado em &rea de producdo agricola na camada de 0-20 cm, com textura de 70% de
argila. Porém, o substrato para a condugdo do experimento foi produzido artificialmente
a partir do solo original com a adicdo de areia média na proporcao de 30% (v/v), para
obter textura de 52,5 % de argila. Sendo esterilizado em autoclave a pressao de 1 atm
(121 °C) por 30 minutos, processo repetido por trés vezes. Apo6s, foi retirada uma amostra
deste substrato para determinagdo de atributos quimicos e fisicos (Tabela 1), conforme
metodologia descrita pela Embrapa (1997) para textura e por Tedesco et al., (1995) para

demais atributos.

Tabela 1: Textura e analise quimica do solo utilizado para o cultivo do trigo.

-------------------- - --Pardmetros---
Textura pH MO P K Mg Al+H Cu Zn

% 1:1 I MQ/AM3-mmmm e
52,5 5,2 0,9 0,85 24,97 1,92 1,85 8,1 0,59

De posse da analise do solo aplicou-se calcério para corre¢do do pH para 6.5,
misturando-se de forma homogénea por agitacdo em saco plastico. No mesmo dia foi
realizada a contaminacao do solo com as determinadas doses de cobre, na forna de sulfato
de cobre (CuSOas 5H20) sendo homogeneizado por agitacdo em saco pléstico e
posteriormente incubados por 60 dias para estabilizacdo dos solos artificiais. A adubacao
foi realizada uma semana antes da semeadura do trigo, através de adubo quimico
formulado NPK 10-20-20 para espectativa de produtividade de 4 toneladas seguindo as
recomendacdes do Manual de Adubacdo e Calagem para o Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (2016).

Os Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA) foram oriundos da Colecao
Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG) do Laboratério de Micorrizas da
Universidade Regional de Blumenau — SC. A inoculacdo foi realizada no momento da
semeadura do trigo, na qual foram adicionados 30 esporos por vazo de cada um dos
isolados.

Utilizou-se o inoculante liquido Azo Total Max composto por bactérias do género
Azospirillum brasilense (AbV5 e AbV6) na concentragédo de 2,000,000 UFC sendo

homogeneizado com a semente no momento da semeadura.O inoculante utilizado foi
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fornecido pela empresa Total Biotecnologia Industria e Comércio Ltda, com sede no
municipio de Curitiba — PR, sendo desenvolvidas pela Total Biotecnologiae EMBRAPA.

A cultivar de Trigo utilizada foi a TBIO Sinuelo e para o cultivo das plantas em
casa de vegetacdo foram utilizados vasos plasticos com capacidade de 5 litros,
preenchidos com 5Kg de solo. A semeadura foi realizada na segunda guinzena de junho,
onde em cada vaso foram semeadas 10 sementes, realizando-se o desbaste 15 dias apds a
germinagdo, deixando-se 4 plantas por vaso até o final do experimento, sendo este o final
do ciclo produtivo da cultura. A irrigacdo foi controlada diariamente por sistema de
gotejamento, de acordo com a necessidade da cultura, mantendo-se o solo em 80% da
capacidade de campo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo
bifatorial 5 x 2, sendo cinco isolados (Azospirillum brasilense; Acaulospora colombiana;
Gigaspora margarita; Acaulospora colombiana + Azospirillum brasilense; Gigaspora
margarita + Azospirillum brasilense;), duas dose de cobre (0 = teor natural do solo e 400
mg kg™), com 8 repeticoes.

Apds a coleta das plantas, as raizes foram separadas do solo por meio de lavagem
com agua e com auxilio de peneiras de 0,5 e 1,0 mm de malha e a separacdo da parte
aérea e radicular foi por meio de corte na regido do hipocotilo. Apos, determinou-se a
area superficial especifica (ASE) das raizes, conforme Tennant (1975), e o didmetro
médio de raiz (DMR), por meio do programa computacional SAFIRA (JORGE;
RODRIGUES, 2010).

A parte aérea, raizes e graos foram separados e moidos em moinho tipo Wiley
com peneira de malha de 10 mesh para a determinacdo dos teores de cobre através de
digestdo nitro-perclorica (3:1) e determinacdo em espectrofometria de absor¢édo atdmica,
conforme descrito por Miyazawa et al., (2009).

Determinou-se a produtividade expressa em gramas por 4 plantas. Para estimativa
de produtividade os gréos foram colhidos, pesados, aferido a umidade e posteriormente

corrigido esse peso para umidade de 13%, conforme equacéo (1).

100 — Umidade atual
100-Ud% ) (1)

Peso corrigido para Ud% = Peso iimido x (

Sendo, Ud = umidade desejada

Foram realizadas também avaliagdes morfoldgicas da cultura do trigo sendo essas:
altura de plantas (AP) em cm, medida do solo até a ponta da folha bandeira; n° de
perfilhos, através da identificacdo da planta mée e contagem dos demais perfilhos;
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comprimento de raiz (CR) em cm; volume de raiz (VR) com auxilio de proveta graduada;
massa seca da parte aérea (MSA); massa seca de raiz (MSR), sendo a planta seccionada
na regido do hipocotilo e ambas as partes secas em estufa a 50 °C até atingirem peso
contante e pesadas em balanca analitica.

A metodologia utilizada para determinar a porcentagem de colonizagédo
micorrizica (PC) baseou-se na coloracdo de raizes com Azul de Tripan 0,05% conforme
descrito por Phillips e Hayman (1970), para visualizacdo da colonizagdo dos fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) em estereomicroscopio com aumento de 60x
(BRUNDRETT et al., 2009). A colonizacdo foi estimada em 5 repeticdes por planta,
totalizando 35 repeticGes por tratamento, pelo método da placa quadriculada
(GIOVANNETTI e MOSSE, 1980).

Os resultados foram submetidos a andlises de variancia e quando significativos,
as médias foram comparadas pelo teste de Scott knot. Os resultados foram analisados com
auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011), considerando como

referéncia os niveis de significancia maiores que 95%.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demostraram interacdo significativa entre as fontes de indculo e as
doses de cobre aplicado no solo para o percentual de colonizacdo micorrizica (Figura 1).
Observa-se que 0os FMAs colonizaram as raizes do trigo com diferentes graus de
intensidade, variando com a fonte de indculo utilizada e os diferentes niveis do metal no

solo.

Figura 1: Percentual de colonizagdo micorrizica em raizes de trigo cultivado em diferentes
doses de cobre (0, teor natural e 400 mg kg de solo), com inoculagio de Acaulospora
colombiana, Acaulospora colombiana + Azospirillum brasilense; Gigaspora margarita
e Gigaspora margarita + Azospirillum brasilense.
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*Médias seguidas de mesma letra mailscula entre as doses e minuscula na mesma dose, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

A porcentagem de coloniza¢do micorrizica das raizes de trigo foi influenciada
negativamente pela dose de cobre no solo. Para a espécie de FMAs A. colombiana
observa-se uma reducdo de 64% na colonizacdo das raizes quando comparado a dose 0 e
400 mg kg de cobre no solo, respectivamente. A taxa de colonizagdo micorrizica em
raizes de videira é reduzida drasticamente com o aumento no teor de Cu no solo (ROSA,
2019; ANTONIOLLI et al., 2010).

Para a dose zero de cobre no solo, a porcentagem de colonizacdo micorrizica foi
maior nos tratamentos que continham os fungos inoculados de forma isolada em
comparagdo com as coinoculacdes, destacando-se A. colombiana que apresentou 24% de
raizes colonizadas (Figura 1). A taxa de colonizacédo de raizes de trigo é superior quando
somente FMAs sdo inoculados, em comparagdo com os tratamentos com coinoculacéo de
fungos micorrizicos e bactérias diazotroficas, atribuindo-se essa reducédo na colonizagéo
nos tratamentos com coinoculacdo devido a competicdo entre os microganismos (SALA
et al., 2007). O Azospirillum spp. e os FMAs, podem estar presentes na mesma area
cortical das raizes, tornando possivel uma interacdo direta entre planta-bactéria-fungo, o
que pode resultar em competicio por compostos fotossintetizados (BIRO et al., 2000).

Na dose 400 mg de cobre kg™ de solo, o fungo A. colombiana e as co-inoculagfes
de FMAs-bactérias apresentaram maior colonizagdo micorrizica (Figura 1). O trigo, por
seu sistema radicular fasciculado, apresenta pouca dependéncia micorrizica (SALA et al.,

2007). Porém alguns fatores estdo ligados e exercem ampla influéncia na associagdo
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micorrizica como o alto teor de metais toxicos no solo (ROSA, 2019). A colonizacao
micorrizica é afetada diretamente por elevadas doses de cobre no solo, exercendo efeito
negativo sobre seus processos metabdlicos (BANU et al., 2009). Altas doses de cobre no
solo reduzem cerca de 24% a colonizagdo micorrizica em mudas de Eucalyptus grandis
(ANTONIOLLI et al., 2010).

As varidveis altura de planta, nimero de perfilhos e massa seca da parte aérea, ndo
evidenciaram interacdo significativa entre os fatores de variagéo, apresentando apenas
efeito simples para as doses de cobre e fontes de indculo. De maneira geral, a dose 400
mg kg de cobre no solo, afetou negativamente todas as variaveis, quando comparada a
dose zero (Tabela 2). Redug¢des na altura de plantas e massa seca da parte aérea em solos
com altos niveis de cobre sdo relatadas na literatura (SANTOS et al., 2004; SANTOS et
al., 2010; STEFFEN et al., 2011; FREITAS et al., 2020).

Tabela 2: Médias de altura de planta (AP), nimero de perfilhos (NP), e massa seca da
parte aérea (MSA), de plantas de trigo, cultivado em solo com duas doses (0 e 400 mg
kg de cobre no solo), e inoculagio de Azospirillum Brasilense; Acaulospora
Colombiana, Acalospora Colombiana + Azospirillum Brasilense; Gigaspora Margarita
e Gigaspora Margarita + Azospirillum Brasilense.

Doses AP (cm) NP MSA (9)
0 50,63 A 10,06 A 12,78 A
400 43,33 B 8,80 B 10,18 B
Isolados
Azospirillum b. 5391 A 11,58 A 12,35 A
Acaulospora 45,66 C 9,50 B 11,70 A
Acaulospora+Azosp. 43,66 C 8,66 B 10,60 B
Gigaspora 48,33 B 9,16 B 11,88 A
Gigaspora+Azosp. 43,33 C 8,25 B 10,86 B
CV (%) 6,93 17,53 6,97
Fonte Autor (2021).

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P<0,05) de
probabilidade de erro.

A capacidade de emitir perfilhos pelo trigo é afetada negativamente em altas doses
de cobre no solo. O desenvolvimento e a participagédo dos perfilhos na producéo final de

plantas de trigo, sdo amplamente citados na literatura por Alves et al.(2000), Alves et
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al.(2005), Valério el at.(2009). A cultura da aveia sofre reducé@o na capacidade de emitir
perfilhos em altas doses de cobre, reduzindo sua capacidade produtiva (PANZIEIRA et
al., 2018). Estes resultados demostram que apesar do cobre ser um elemento essencial
para o crescimento de plantas, quando em altas concentracGes no solo, se torna um
elemento tdxico reduzindo a produtividade das plantas (MICHAUD et al., 2008).

A inoculagéo com Azospirillum brasilense possibilitou maiores médias para altura
de planta (AP), numero de perfilhos (NP) e massa seca da parte aérea (MSA) quando
comparado com as demais fontes de inoculo. O nitrogénio possui papel fundamental no
desenvolvimento do trigo por ser constituinte essencial de proteinas e interferir
diretamente no processo fotossintético (DELGADO et al., 2016). O perfilhamento de
plantas de trigo € maior quando inoculadas com Azospirillum brasilense e esse aumento
pode ser considerado um dos mecanismos de promog¢do no rendimento em resposta a
inoculacdo (FUKAMI et al., 2016).

Vaérios trabalhos tem demostrado os beneficios do uso de inoculantes do género
Azospirillum em gramineas, tais como aumento na produtividade de grdos, aumento na
matéria seca, altura de planta, diametro de colmo e perfilhamento (ANDRADE et al.,
2016; COELHO et al., 2018; QUADROS et al., 2014; NOVAKOWISKI et al., 2011). A
inoculacdo de sementes de Brachiaria spp., em solos tropicais degradados do Brasil,
possibilitou ganhos de 24,7% em massa de forragem quando combinada a inoculagédo com
a adubacdo nitrogenada, em comparacdo a ganhos de apenas 4,6% quando aplicou-se
somente nitrogénio (HUNGRIA et al., 2016).

Houve interacdo significativa entre as doses de cobre e as fontes de indculo para
0 volume de raiz (VR), comprimento de raiz (CR) e massa seca de raiz (MSR) de trigo,
sendo que todas essas varidveis foram reduzidas com a adicdo de cobre no solo (Tabela
3). Quando cultivada em solo contaminado com cobre, a cultura da aveia apresenta
reducdo na area foliar, massa seca de parte aérea, comprimento e volume de raiz
(PANZIEIRA et al., 2018). A reducdo no crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular € um dos sintomas mais evidentes do efeito toxico do cobre (KUKOLA;
RAUTIO; HUTTUNEN, 2000).
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Tabela 3: Volume de raiz (VR), comprimento de raiz (CR) e massa seca de raiz (MSR),
de plantas de trigo com duas doses (0 e 400 mg kg™ de cobre no solo), e inoculagio de
Azospirillum brasilense; Acaulospora colombiana, Acaulospora colombiana +
Azospirillum brasilense; Gigaspora margarita e Gigaspora margarita + Azospirillum

brasilense.

Inoculacéo VR (cm?®) CR (cm) MSR ()

0 400 0 400 0 400
AzospirillumB. 24,66 bA 17,83aB  39,00aA 25,16cB 10,63aA 7,39aB
A. colombiana 23,66 bA 20,16 aB 38,50aA 3150aB 9,65aA 6,27 bB
Acau+Azosp 18,00cA 16,83aA 37,00aA 2550cB 7,53bA 5,79bB
G. margarita 2550aA 17,00aB 38,16 aA 31,00aB 9,71aA 8,40aB

Gig+Azosp 22,16 bA 17,00aB 36,83aA 2850bB 8,21bA 4,94bB
CV (%) 13,48 6,79 13,29
Fonte Autor (2021).

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

Na dose zero, a inoculagdo com G. Margarita possibilitou maior volume radicular
do trigo (Tabela 3). A rede de micélios dos FMAS conectada as raizes é capaz de aumentar
o volume de raiz das plantas, consequentemente maior area de solo explorado, sendo mais
eficientes na absorcdo de agua e nutrientes pelos vegetais (SMITH e READ, 2008). Os
fungos micorrizicos além de aumentarem o volume de solo explorado pelos vegetais,
promovem maior eficiéncia na utilizacdo de nutrientes como o fosforo (SALA et al.,
2007).

A inoculacdo dos FMAs G. margarita, A. colombiana e da bactéria A. brasilense
de forma separada induziu maior massa seca de raiz de trigo na dose zero (Tabela 3). Os
fungos micorrizicos estabelecem relagcdo mutualistica entre a raiz da planta hospedeira e
o micélio (BRUDRETT, 2009), aumentando o comprimento, volume e massa seca de
raiz, possibilitando uma maior absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas
(MACHINESKI et al., 2009; ZHAO et al., 2015; AGUEGUE et al., 2017; SILVA et al.,
2018). O Azospirillum por sua vez coloniza a rizosfera e tecidos internos, produzindo fito-
hormbnios e substancias que levam a protecdo e aumento do sistema radicular, e

consequentemente, maior absorcdo de agua e nutrientes (COHEN et al., 2015). O
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tratamento de sementes com A. brasilense proporciona maior comprimento e massa seca
de raiz de trigo em relacdo a testemunha (RAMPIM et al., 2012).

Analizando-se o comprimento de raiz na dose 0 mg de cobre por kg™ de solo, ndo
foi observada diferenca significativa entre as fontes de inoculo, porém o A. brasilense
apresentou a maior média, com 39 cm de comprimento. Varios efeitos na morfologia de
raizes colonizadas por bactérias diazotrdficas séo relatados na literatura, como o aumento
no comprimento radicular, nimero de ramificagdes, pelos radiculares e area superficial
especifica de raizes (DOBBELAERE et al., 1999; ROESCH et al., 2005). Estes efeitos,
sdo geralmente relacionados a producdo de hormdnios de crescimento pelas bactérias
(TSAVKELOVA et al., 2006).

A érea superficial especifica (ASE) e didmetro médio (DM) de raizes de trigo ndo
apresentaram interacdo significativa entre as doses de cobre e as fontes de indculo,
apresentando apenas efeito simples significativo para as fontes de variacdo, em que as
duas variaveis reduziram com a dose de 400 mg kg™ de cobre no solo (Tabela 4). O
cultivo de trigo em areas com elevadas concentracdes de cobre no solo, acarreta reducdo
no diametro médio e area superficial especifica de raizes de trigo. Estas caracteristicas
estdo diretamente correlacionadas com a capacidade das raizes de captar agua e nutrientes
do solo (BOUMA; NIELSEN; KOUTSTAAL, 2000). Em condi¢bes de elevada
exposicdo ao cobre, a atividade dos meristemas radiculares tende a diminuir em plantas
com baixa tolerancia a metais pesados (PEREIRA et al., 2013). Com isso, a area
superficial especifica e o diametro médio de raiz sdo afetados, reduzindo a capacidade de
transporte de fotoassimilados para as raizes, afetando o seu desenvolvimento e
consequentemente a capacidade de absorcdo de dgua e nutrientes pelas plantas (YRUELA
2005; CASTRO et al., 2009).

Tabela 4: Médias de Area superficial especifica (ASE) e Diametro médio (DM) de raizes
de plantas de trigo, cultivado em solo com duas doses (0 e 400 mg kg™ de cobre no solo),
e inoculacdo de Azospirillum brasilense; Acaulospora colombiana, Acaulospora
colombiana+ Azospirillum brasilense; Gigaspora margarita e Gigaspora margarita +

Azospirillum brasilense.
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Doses ASE (mm?) DM (mm)
0 4417472 A 1,26 A
400 31939,24 B 0,57B
Isolados
Azospirillum b. 42287,66 A 0,93 A
A. colombiana 39811,05 A 0,86 B
Acau+Azosp 34819,18 B 0,94 A
G. margarita 36143,76 B 0,81 B
Gig+Azosp 35143,17 B 0,97 A
CV (%) 20,43 16,11
Fonte Autor (2021).

*Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott
(P<0,05) de probabilidade de erro.

A area superficial especifica radicular foi significativamente maior com a
inoculacéo isolada de A. colombiana e A. brasilense (Tabela 4). Esse efeito pode estar
relacionado a competicdo entre os FMAs e bactérias na colonizagdo das raizes, pois,
qguando inoculados fungos e bactérias de forma conjunta em cereais, ambos os endéfitos
podem estar presentes na mesma area cortical das raizes e tornar possivel uma interacao
direta entre planta-bactéria-fungo, o que pode resultar em competicdo por compostos
fotossintetizados (BIRO et al., 2000).

A inoculacdo com a bactéria Azospirillum b. e as coinoculacdes testadas
proporcionaram maior diametro médio de raizes de trigo. Os beneficios proporcionados
ao sistema radicular dos vegetais, pela inoculacdo de FMAs e bactérias diazotréficas
incluem o aumento na densidade do sistema radicular, quantidade de pelos radiculares,
formacdo e desenvolvimento de raizes e alteracGes na arquitetura de raizes (BRYLA e
DUNIWAY 1997; LIMA etal., 2015; MORAES et al., 2015; CASANOVAS et al., 2002;
SOUZA et al., 2017).

Os resultados evidenciaram interacéo significativa entre as doses de cobre e fontes
de indculo para a produtividade do trigo (Figura 2). Os resultados evidenciaram que a
inoculagdo com A. brasilense possibilitou maior produtividade do trigo na dose zero de
cobre no solo. O A. brasillense desempenha a fungdo de fixar biologicamente o
nitrogénio, além de aumentar a superficie de absorcéo das raizes da planta e volume de
solo explorado (REPKE et al., 2013; MILLEO e CRISTOFOLI, 2016). O nitrogénio é

fundamental no desenvolvimento do trigo por ser constituinte essencial de proteinas e
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interferir diretamente no processo fotossintético (DELGADO et al., 2016). O
perfilhamento de plantas de trigo é também maior quando inoculadas com A. brasilense
como demostrado (Tabela 2) e esse aumento pode ser considerado um dos mecanismos

de promocéo no rendimento em resposta a inoculacdo (FUKAMI et al., 2016).

Figura 2: Produtividade de trigo cultivado sob diferentes doses de cobre (0, teor natural e
400 mg kg?' de solo) e inoculagcbes com Azospirillum brasilense; Acaulospora
colombiana, Acaulospora colombiana + Azospirillum brasilense; Gigaspora margarita
e Gigaspora margarita + Azospirillum brasilense.
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Fonte Autor (2021).

*Médias seguidas de mesma letra maiuscula entre as doses e minascula na mesma dose, nao diferem entre
si pelo teste de Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.

Para a dose 400 mg kg de cobre as fontes de indculo ndo se diferenciaram, no
entanto, a produtividade reduziu significativamente quando comparado a dose zero com
a 400 mg kg de cobre no solo (Figura 2). Conforme tabela 2, altas doses de cobre afetam

a capacidade do trigo de emitir perfilhos. A capacidade e o potencial de emitir perfilhos
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estdo diretamente correlacionadas com a producgédo de plantas de trigo (ALVES et al.,
2005; VALERIO et al., 2009). O cobre quando em altas concentragdes no solo afeta
varios processos morfofisiolégicos nas plantas, dentre eles a redugdo da taxa
fotossintética, da divisdo celular e da capacidade de absorcéo e translocacdo de agua e
nutrientes (MARTINS, 2014; TAIZ et al., 2017). Estes resultados demostram que apesar
de ser um micronutriente, o cobre em altas concentracfes se torna um elemento toxico
reduzindo a capacidade produtiva das plantas (MICHAUD et al., 2008).

O teor de cobre na raiz (CuR), parte aérea (CuPA) e grdo (CuG) apresentaram
interacdo significativa entre os isolados e as doses de cobre aplicadas no solo, sendo que
para todas as varidveis a concentracdo de cobre foi significativamente superior na dose
400 mg kg de cobre no solo (Tabela 5). O teor de cobre na raiz do trigo aumentou com
a aplicagdo do metal no solo. Quando comparadas as doses 0 e 400 mg kg™ de cobre,
percebe-se que ainoculagédo de A. brasilense, A. colombiana e G. margarita apresentaram
um acréscimo em média de trés a quatro vezes maior no acimulo desse metal na raiz. O
uso de rizobactérias resistentes a metais pesados ¢ uma alternativa que pode auxiliar no
desenvolvimento e crescimento de plantas em solo contaminado, sendo uma importante
estratégia para recuperar areas contaminadas com cobre (RAJKUMAR; FREITAS, 2008;
ESTRELA; CHAVES; SILVA, 2018).

Tabela 5: Teor de cobre na raiz, parte aérea e grao de plantas de trigo com duas doses (0
e 400 mg kg* de cobre no solo), e inoculagdo de Azospirillum brasilense; Acaulospora
colombiana, Acaulospora colombiana + Azospirillum brasilense; Gigaspora margarita
e Gigaspora margarita + Azospirillum brasilense.

Inoculagio CuR (mg kg™t) CUuPA (mg kg?) CuG (mg kg™

0 400 0 400 0 400
Azospirillumb. 1195bB 440,4aA 5,61aB 13,84bA 8,26aB 10,91 aA
A.colombiana  925bB  4199aA 5,28 aB 868cA 597bB 8,35bA
Acau+Azosp 156,8aB 3495bA 4,96 aB 17,26 aA 8,14aA 8,93 bA
G. margarita 143,1aB 451,7aA 7,51aA 8,77 cA 6,43bB 8,77 bA
Gig+Azosp 1249bB 333, 1bA 7,13aA 9,53 cA 8,62aB 11,71aA

CV (%) 12,85 25,31 16,47

Fonte Autor (2021).
*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (P<0,05) de probabilidade de erro.
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Os fungos micorrizicos arbusculares desempenham funcdo importante na
protecdo da toxidade por metais pesados as plantas, pois possuem mecanismos que evitam
a toxidade, como a compartimentalizacdo do Cu nos esporos e por consequéncia, redugédo
da disponibilidade de Cu as raizes (SOARES e SIQUEIRA, 2008; CORNEJO et al.,
2013). Outro mecanismo é a producdo de glomatina, uma glicoproteina que é secretada e
proporciona a complexagdo dos metais (FOLLI-PERREIRA et al. 2012). Os efeitos
também séo amenizados pela melhoria do estado nutricional das plantas e pela formacéo
de compostos metal-fosfato, complexando os metais nas raizes e evitando seu transporte
para a parte aérea (AMBROSINI et al. (2015; SOARES e SIQUEIRA, 2008).

Para Cu na parte aérea os teores variaram entre 4,96 e 17,26 mg kg™ quando
avaliado na dose 0 e 400 mg* de cobre no solo, respectivamente. Na dose zero (teor
natural do solo), os tratamentos ndo se diferenciaram, no entanto, a aplicacdo de cobre no
solo acarretou um aumento significativo do metal nos tecidos das plantas para todos os
tratamentos na dose 400 mg kg™ de cobre, sendo que, 0 que mais se destacou foi a
coinoculacdo A. colombiana/A. brasilense, seguido do A. brasilense com 17,26 e 13,84
mg kg de cobre, respectivamente.

Bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos podem desenvolver diferentes
mecanismos de resisténcia ao cobre, portanto a associacdo de FMAs e bactérias
diazotroficas favorecem o crescimento de plantas em ambientes contaminados podendo
ser utilizados como uma alternativa para remocdo do cobre no solo (KHAN, 2005;
ANDREAZZA et al., 2010; ANDREAZZA et al., 2013). A resposta ao cobre, € mais
acentuada em trigo do que em outras culturas anuais, sendo que a deficiéncia de cobre
nesta cultura pode causar a esterilidade masculina, também conhecido como
chochamento, quando o teor de cobre na folha for inferior que 3,3 mg kg, sendo que
concentragdes normais variam entre 5 e 20 mg kg (BENTON, 1991; BONA et al. 2016;
BONA et al., 2016). Neste sentido, o cultivo de trigo inoculado com fungos e bactérias
em solo contaminado com 400 mg de cobre kg™ de solo néo ultrapassa niveis definidos
pelas legislacdes vigentes.

O teor de cobre no grdo aumentou significativamente para todos os isolados
quando comparadas as doses 0 e 400 mg kg™ de cobre no solo. Para as duas doses de
cobre no solo, a inoculagcdo de A. brasilense e as coinoculagdos fungo/bactéria se
mostraram superiores para cobre no grio. Para a dose 400 mg kg™ de cobre no solo, o

tratamento com coinoculagdo de G. margarita + Azospirillum brasilense com 11,71 mg
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kg™ se mostrou superior aos demais, ndo se diferenciando do A. brasilense com 10,91 mg
kg?! de cobre no grdo. Rizobactérias resistentes a metais pesados podem auxiliar na
aquisicdo dos contaminantes, por melhorar o crescimento de plantas (KHAN, 2005;
ESTRELA; CHAVES; SILVA, 2018). Por outro lado, os fungos micorrizicos
possibilitaram um menor teor de cobre no grdo na dose 400 mg kg* de cobre no solo. Os
fungos micorrizicos atuam na protecdo da toxidade de metais por possuirem capacidade
de compartimentalizar o cobre nos esporos e producéo de glomatina substancia que reduz
a translocac&o do contaminante (GONZALVES-CHAVEZ et al., 2004; CORNEJO et al.,
2013). Qutra caracteristica que reduz a mobilizacdo para o grédo é a fitoestabilizacéo e
imobilizacdo dos metais na raiz (SOARES e SIQUEIRA, 2008; SANTOS et al., 2010).
De acordo com o decreto n° 55.871 de 26 de marco de 1965 (Anvisa, 1965) e a Associacao
Brasileira das Industrias de Alimentacdo (ABIA, 1965) os limites maximos de tolerancia
(LMT) em alimento para Cu é de 30 mg kg*. Portanto, em todos os tratamentos os niveis

de cobre no gréo de trigo ficaram abaixo dos limites maximos previstos pelas legislagdes.
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5.6 CONCLUSAO

A inoculacéo dos fungos micorrizicos reduzem o teor de cobre no gréo de trigo
embora a coinoculagdo A. colombiana e A. brasilense apresente efeito antagonico
resultando em maior teor de cobre na parte aérea do trigo.

A bactéria A. brasilense como promotora de crescimento associada aos fungos
micorrizicos A. colombiana e G. margarita reduz a colonizagdo micorrizica nas raizes do
trigo.

A bactéria A. brasilense promove maior produtividade, altura de plantas, nimero

de perfilhos e massa seca da parte aérea do trigo.
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6 DISCUSSAO GERAL

O teor de argila é considerado um dos principais fatores responssaveis pela
variagdo na adsorgéo de metais nos horizontes dos solos, formando complexos de esfera
interna impedindo a absorgéo de cobre pelas plantas (SILVEIRA et al., 2002). O aumento
na dose de cobre induz reducdo na altura, comprimento e volume de raiz de plantas de
trigo em todas as texturas estudadas, sobretudo em solos mais arenosos, com 17,5 e 35%
de argila, que possibilitam maior teor de cobre na raiz e grdo de trigo quando comparado
a texturas mais argilosas 52,5 e 70%. Assim, solos com texturas mais arenosas
possibilitam maior potencial de fitotoxidez por cobre em plantas de trigo. A mobilidade
do cobre no solo e a capacidade de absorcédo pelas plantas estdo diretamente relacionadas
ao teor de argila no solo, sendo geralmente maior em solos com baixo teor de argila
(MEDINA et al., 2018).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) estabelecem relacdo simbiotica
mutualistica com cerca de 80% das espécies de plantas (SMITH e READ, 2008), contudo,
h& controversas em relacdo a especificidade tanto da espécie de FMAs quanto do
hospedeiro e da associagdo simbidtica em ambientes com excesso de metais pesados no
solo (SANTANA et al., 2015). A inoculacdo com os isolados micorrizicos A.
Colombiana, G. margarita e R. clarus resultaram em maior teor de cobre na raiz e
consequentemente redugdo no teor do metal na parte aérea e grdo de trigo quando
comparado a testemunha em solo contaminado com cobre. Plantas associadas com fungos
micorrizicos podem reter estes metais nas raizes e reduzir a translocacgéo para a parte aérea
(CHRISTIE et al., 2004). Dessa forma, os fungos micorrizicos atuam na protecdo da
toxidade de metais as plantas (SOARES e SIQUEIRA, 2008), pois possuem a capacidade
de compartimentalizar o cobre nos esporos, reduzindo sua translocacdo para outros
compartimentos das plantas (CORNEJO et al., 2013).

Conforme os resultados dos trabalhos 1 e 2, realizou-se o trabalho 3, promovendo
a coinoculacdo entre os fungos micorrizicos arbusculares e a bactéria promotora de
crescimento de plantas A. brasilense em plantas de trigo, cultivadas em solo contaminado
com cobre. Foi constatado que ha efeito antagonico da coinoculacéo de A. brasilense na
colonizagdo do trigo pelos fungos micorrizicos A. Colombiana e G. Margarita, e que
solos contaminados com cobre exercem efeito negativo sobre a inoculagdo de fungos
micorrizicos nas raizes do trigo, poréem mesmo assim ficou evidente os beneficios gerados

as plantas inoculadas com fungos e bactérias. Os fungos micorrizicos estabelecem relagéo
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mutualistica entre a raiz da planta hospedeira e o micelio (BRUDRETT, 2009),
aumentando o comprimento, volume e massa seca de raiz, possibilitando maior absorgéo
de 4gua e nutrientes pelas plantas (MACHINESKI et al., 2009; ZHAO et al., 2015;
AGUEGUE et al., 2017; SILVA et al., 2018). O Azospirillum por sua vez coloniza a
rizosfera e tecidos internos, produzindo fito-horménios e substancias que levam a
protecdo e aumento do sistema radicular, e consequentemente, maior absor¢do de agua e
nutrientes (COHEN et al., 2015).

Portanto orienta-se o desenvolvimento de estudos que possam selecionar outras
especies de fungos micorrizicos e bactérias com potencial de promover o

desenvolvimento do trigo em solos contaminados com cobre.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A textura de solo exerce efeito na disponibilidade de cobre, sendo que, a parte
aérea e o sistema radicular de trigo sdo mais afetados em texturas mais arenosas em areas
contaminadas. Solos com textura 17,5% de argila proporcionam maior bioconcentragédo
e bioacumulagéo de cobre na cultura do trigo.

A inoculacdo dos isolados Acaulospora colombiana e Gigaspora margarita
proporciona acréscimo na altura, comprimento de raiz, area superficial especifica de
plantas de trigo. Os fungos micorrizicos possibilitam maior teor de cobre na raiz e
consequentemente menor mobilizacdo do metal para a parte aérea e gréo de trigo.

A coinoculacgdo A. colombiana e A. brasilense proporciona maior teor de cobre na
parte aérea do trigo. No entanto ha efeito antagdnico da coinoculagédo do A. brasilense na
colonizacdo das raizes do trigo por fungos micorrizicos do género A. colombiana e G.
margarita. Porém, a bactéria A. brasilense ¢ eficiente para promover a altura de plantas,
o numero de perfilhos e a massa seca da parte aérea do trigo. Ainda ha controvérsias
guanto a coinoculacdo de fungos e bactérias em ambientes contaminados com cobre,
tornando-se necessaria a elaboracdo de novos estudos com esses componentes, a fim de
encontrar espécies de fungos e bactérias com potencial de maximizar a produtividade das

culturas.
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