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RESUMO

A poluicao do solo com metais pesados tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, devido a acao antropica. Diversas técnicas podem ser utilizadas para
reverter ou minimizar a condicao de contaminacao do solo, porém muitas delas
sao prejudiciais ao solo. Uma alternativa é a utilizagao da fitorremediacao, ja que
as plantas possuem a capacidade de absorver elementos do solo e, dessa maneira,
promover sua descontaminag¢ao com teores excessivos de metais e outros elementos
potencialmente téxicos. A associagcdao de plantas com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) pode influenciar a absorcao desses elementos. Com o objetivo
de avaliar o potencial fitorremediador de plantas de Stizolobium aterrimum
associadas ou nao a FMAs em solos com concentragoes crescentes de Pb, realizou-
se um experimento sob condicoes de casa de vegetagcido, em esquema fatorial 4 x 2.
Os tratamentos consistiram na adi¢dao de quatro doses de Pb (0, 250, 500 e
1.000 mg dm) e da inoculacao ou nio de FMA. Os resultados mostraram que a
planta foi tolerante ao Pb nas doses utilizadas. A associacao com FMA nao
influenciou a absorcao de Pb pela planta. No entanto, a micorrizacao influenciou
a fixacao biolégica de Ny, observando-se maior atividade da enzima nitrogenase
em plantas micorrizadas. Apesar dos bons resultados obtidos com relacao a
tolerancia dessa planta ao Pb, mais estudos precisam ser realizados acerca da
absorcao desse elemento, principalmente em solo multicontaminado, que é a
realidade encontrada em sistemas poluidos.
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SUMMARY: TOLERANCE AND PHYTOREMEDIATION POTENTIAL OF
Stizolobium aterrimum ASSOCIATED TO THE ARBUSCULAR
MYCORRHIZAL FUNGI Glomus etunicatum IN LEAD-
CONTAMINATED SOIL

Heavy metal pollution of soils has increased significantly in the last years owing to
anthropic action. Several techniques can be used to revert or to minimize soil contamination,
although many of these techniques are harmful to the soil. An alternative is to use a new
technique, called phytoremediation, based on the ability of plants to take up elements from
soils with excessive high levels of metals or of other potentially toxic elements and thus contribute
to soil decontamination. The inoculation of plants with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
can influence the absorption of these elements. The phytoremediation potential of Stizolobium
aterrimum plants with or without AMF in soils with increasing lead concentrations was
evaluated in a greenhouse experiment, in a 4 x 2 factorial design. The treatments consisted of
the addition of four Pb rates (0, 250, 500 and 1000 mg dm3) to the soil where black velvet bean
plants associated or not with Glomus etunicatum AMF where grown. The results showed that
black velvet bean was Pb tolerant at the tested rates. The association with AMF did not
influence the Pb plant uptake. However, the mycorrhiza influenced biological nitrogen fixation
by increasing the activity of the enzyme nitrogenase in mycorrhizal plants. Despite the good
results obtained in relation to Pb tolerance of black velvet bean, further studies on the uptake
of this element are needed, above all in the case of multicontaminated soils, as actually observed

in polluted systems.

Index terms: heavy metals, symbiotic association, phytostabilization.

INTRODUCAO

A poluic¢io de solos por metais pesados (MPs) tem
se tornado um problema global crescente com o de-
senvolvimento industrial, o aumento da mineracéo e
o uso de lodo de esgoto em solos agriculturaveis (Chen
et al., 2000). O Pb é um MP que se concentra prefe-
rencialmente nas camadas superficiais do solo, e sua
disponibilidade depende sobretudo do pH do solo
(Paivoke, 2002).

Em solos agriculturaveis, o Pb pode levar a
diminui¢do do rendimento das culturas e alterar
diretamente o crescimento e desenvolvimento das
plantas, ou indiretamente, por influenciar a atividade
microbiana do solo (Andrade & Silveira, 2004). O Pb
altera principalmente o crescimento das raizes e das
plantas, e esse aspecto tem sido utilizado para avaliar
a tolerancia de diferentes espécies vegetais ao Pb (Di
Salvatore et al., 2008).

Diversos métodos tém sido usados para remediar
solos contaminados com MPs, porém muitos deles séo
agressivos ao ecossistema. A utilizagio de acidos fortes,
como acido sulfirico, acido nitrico e acido cloridrico, é
eficiente, porém acarreta prejuizos ao solo (Tuin &
Tels, 1990). Acidos organicos também tém se
mostrado efetivos na imobilizacdo de Pb (Renella et
al., 2004), e a utilizacio de agentes quelantes, como o
EDTA, é eficiente no aumento da solubilidade de
alguns MPs (Piechalak et al., 2003). Além dos
métodos citados, a remocéio de parte do solo contaminado
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também é realizada, mas isso expoe os horizontes do
solo, prejudicando-o.

A fitorremediacdo é uma técnica que emprega
plantas como agentes de descontaminacao, com o fim
de remediar 4gua e solos contaminados por poluentes
de origem organica e inorganica. A fitorremediacao
de solos contaminados com MPs tem como principio a
absorcio e acaimulo desses elementos pelas plantas,
as quais podem ser posteriormente armazenadas para
tratamento subsequente (Oliveira et al., 2006). A
fitorremediagdo abrange, entre outras técnicas, a
fitoextragdo, a qual se baseia no acimulo do
contaminante na parte aérea (Lombi et al., 2001). No
caso do Pb, considera-se uma planta fitoextratora
quando ela acumula no minimo 1.000 mg kg'l. A
fitoestabilizagcdo baseia-se na imobilizagdo do
contaminante nas raizes e no solo, reduzindo dessa
forma a sua disponibilidade para outros organismos e
prevenindo a erosdo do solo e a lixiviacdo do
contaminante para areas ainda nao contaminadas
(Santos et al., 2007). No contexto da fitoestabilizacio,
a associacido das plantas com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) é de grande importancia, pois,
além de conferir melhor absor¢ao de P e auxiliar no
crescimento vegetal (Rabie, 2005), também pode
contribuir na reducéo da disponibilidade de MPs por
meio da sua imobilizagdo em estruturas simbidticas
intra e extrarradiculares (Andrade et al., 2009). Como
demonstrado por Andrade et al. (2004), plantas de soja
micorrizadas translocaram menor quantidade de Pb
a parte aérea.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
fitorremediador de Stizolobium aterrimum, mucuna-
preta, ao Pb sob a influéncia da sua associa¢do com o
FMA Glomus etunicatum.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 4 (inoculag¢do ou
ndo de FMA e quatro doses de Pb: 0, 250, 500 e
1.000 mg dm3), com sete repeticées em cada trata-
mento.

Preparo do solo

Foi utilizado um Latossolo Vermelho-Amarelo
textura argilosa. A analise quimica do solo foi realizada
no Laboratério de Analise de Solos do Instituto
Agrondémico de Campinas (IAC). A andalise quimica
do solo antes do experimento mostrou que os nutrientes
P e Kapresentaram teores abaixo do nivel adequado
para o cultivo de plantas anuais; com a finalidade de
corrigir os teores desses nutrientes, foram utilizados
10 mL de solucdo de fosfato de potassio em uma dose
de 45 g dm3 no solo de cada vaso, ap6s o solo ter sido
esterilizado por autoclavagem. O Pb foi adicionado ao
solo de cada vaso na forma de solugido aquosa de
acetato de chumbo, nas doses estabelecidas para cada
tratamento. O solo foi incubado por aproximadamente
15 dias e, posteriormente, foram retiradas amostras
de solo de cada vaso, para analise da fertilidade e teor
de Pb disponivel (Quadro 1).

Material biolégico

As sementes de Stizolobium aterrimum foram
esterilizadas superficialmente em solucdo de hipoclorito
de sédio a 25 % por 10 min; a seguir, foram lavadas
com agua estéril e imersas em suspensao de rizébios
especificos para S. aterrimum, que foram cultivados
durante seis dias em meio liquido YMB (Yeast Manitol
Broth). Foram colocadas oito sementes por vaso. Foi
utilizado in6culo misto de FMA, contendo areia-solo,
esporos, hifas e raizes colonizadas de Brachiaria
brizantha, com aproximadamente 2.700 esporos de
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Glomus etunicatum (IAC-44) para cada vaso. A
inoculagdo do FMA foi realizada por ocasido da
semeadura, a 3 cm de profundidade. Apéds a
emergéncia foi realizado o desbaste, deixando-se apenas
uma planta por vaso.

Germinacao

A germinacgio das sementes foi acompanhada
durante oito dias; a partir dos dados obtidos, foi
estimada a porcentagem de germinacao, considerando-
se como tal a emergéncia do hipocétilo.

Coleta do material vegetal

Apbs 90 dias de crescimento, trés plantas de cada
tratamento foram coletadas, lavadas, subdivididas em
raizes e parte aérea e secas em estufa a 60 °C até
atingirem massa constante. As outras quatro plantas
de cada tratamento tiveram a quarta folha trifoliolada
completamente expandida coletada em N liquido,
armazenada a -40 °C, liofilizada e moida. As raizes
dessas plantas foram lavadas e armazenadas em
frascos com etanol 50 %, para posterior determinacio
da coloniza¢do micorrizica.

Crescimento, nodulacao e colonizacao
micorrizica

Foram realizadas as seguintes medidas de
crescimento: altura, area foliar e massa da matéria
seca de partes aéreas, raizes e nédulos. Contou-se o
numero de ndédulos para estimar a nodulac¢do. Apds
clareamento das raizes de acordo com o método
proposto por Phillips & Hayman (1970), a colonizagdo
micorrizica foi estimada conforme Giovanetti & Mosse
(1980), em microscopio 6ptico com aumento final de
400x, observando-se 10 campos para cada segmento
de 1 cm de raiz.

Determinacoes analiticas

A extracdo das clorofilas a, b e carotenoides foi
realizada utilizando-se quatro discos foliares de 0,6 cm
de diametro da quinta folha trifoliolada completamente
expandida em 3,5 mL de dimetilsulféxido (Hiscox &
Israelstam, 1978), e a quantificacio desses pigmentos
foi feita em espectrofotometro nos comprimentos de
onda de 470, 646 e 663 nm, utilizando-se as equagoes
propostas por Lichtenthaler (1987).

Quadro 1. Caracteristicas quimicas do solo apds a adicao das doses de Pb

DosedePb pH V MO P K* Ca®* Mg* H+Al B Cu Fe Mn Zn Pb
mg dm” % gdm® mgdm® — mmol, dm® mg dm”

0 58 65 15 25 3,0 30 5 20 0,16 3,4 7 11,9 0,9 0,61

250 58 60 16 21 2,9 26 5 22 0,18 3,8 9 6,7 0,6 126

500 5,8 63 15 21 29 26 5 20 0,17 3,6 8 6,0 0,7 268

1000 57 63 17 23 2,8 26 5 20 0,16 3,8 8 9,2 0,7 520
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Para extragdo de compostos nitrogenados foram
utilizados 10 mg de tecido foliar liofilizado em 3 mL
de solucdo de metanol:cloroférmio:dgua, na propor¢ao
de 12:5:3 (v/vlv), respectivamente, de acordo com
Bieleski & Turner (1966). Ap6és uma semana a 4 °C,
foi acrescentada uma mistura de cloroférmio e Agua
na proporgao de 1:1,5 (v/v), deixando-se em repouso
em geladeira por 24 h, para separacio de fases.
Posteriormente, coletaram-se os 3 mL da fracao
aquosa-metanoélica, que fol seca em concentrador a
vacuo e ressuspendida em 500 pL de 4gua deionizada.

O nitrato foi determinado de acordo com o método
descrito por Cataldo et al. (1975), utilizando-se KNO4
para a curva-padrio; a amonia foi determinada de
acordo com o método descrito por McCullough (1967),
utilizando-se (NH,)9SO, para a curva-padrao; a
concentracdo de aminoacidos soltuveis totais foi
determinada de acordo com o método proposto por
Cocking & Yemm (1954), utilizando-se leucina para a
curva-padrao; e a peroxidagao lipidica foi determinada
por meio da quantifica¢ido das substancias reativas
ao acido tiobarbitirico (TBARS), de acordo com o
método descrito por Calmak & Horst (1991).

O teor de P e Pb em raizes e parte aérea foi
determinada por espectrometria de emissdo em plasma
induzida em argonio (ICP-OES), apés digestao nitrico-
perclérica (Abreu et al., 2000).

Analise dos dados

Os dados foram submetidos a anélise de variancia,
analise de regressio e teste de Tukey a 5 %, para
comparacio de médias entre os tratamentos com e
sem inocula¢do do FMA. Os dados em porcentagem
foram transformados em arco seno (x/100)'2, e os
referentes a contagens, em log (x+1), previamente a
analise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacao

A germinacgdo das sementes é um ponto
fundamental para o crescimento e desenvolvimento
das plantas em solos contaminados, além de constituir
uma ferramenta para avaliar a tolerancia da planta
ao contaminante (D1 Salvatore et al., 2008). Neste
estudo, observou-se que a adi¢ao de 500 e 1.000 mg dm>
de Pb ao solo atrasou a germinacéo em trés dias, em
relacdo ao tratamento controle. No entanto, apds o
quarto dia ndo houve diferengas entre os tratamentos,
e a porcentagem final de germinacio das sementes
nos solos com diferentes concentragoes de Pb variou
entre 60 e 75 % (Figura 1). A capacidade de
germinacao em solos com altas concentragdes de Pb
pode se atribuida ao fato de os tecidos circundantes ao
embrido atuarem como uma barreira seletiva a
entrada do metal, evitando possiveis danos no embrido
(Liet al., 2005).
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Medidas de crescimento

O crescimento é uma das caracteristicas mais
utilizados para avaliar a tolerancia de plantas em
ambientes contaminados com MPs (Peralta-Videa et
al., 2004; Romeiro et al., 2007; Almeida et al., 2008;
Andrade et al., 2008). Diversas caracteristicas podem
ser consideradas no que diz respeito ao crescimento,
como altura, area foliar e biomassa do vegetal, as quais
séo geralmente alteradas pelos contaminantes do solo.
O Pb pode alterar diretamente o crescimento dos
vegetais, sobretudo das raizes, reduzindo seu
comprimento (D1 Salvatore et al., 2008) e sua massa
(Gopal & Rizvi, 2008). Todos esses indicadores de
crescimento, que geralmente sdo influenciados pela
presenca de MPs no solo, podem também ser
influenciados pela associac¢do das plantas com FMAs,
onde eles podem atenuar os efeitos negativos de
concentragoes excessivas de metais no solo sobre o
crescimento vegetal (Andrade et al., 2004, 2010). Os
FMAs tém demonstrado aliviar o estresse causado por
MPs em plantas (Hildebrandt et al., 2007). Os
mecanismos pelos quais a micorriza arbuscular
atenua o efeito do MP na planta hospedeira em solos
contaminados compreendem a imobilizacdo de MPs
na parede celular das hifas intra ou extrarradicais, a
melhoria no estado nutricional da planta e a quelagao
de MPs no solo por uma glicoproteina insoltvel
chamada glomalina, que é excretada em grande
quantidade no solo pelos FMAs, o que pode diminuir a
disponibilidade do metal as plantas (Gonzalez-Chavez
et al., 2004).

Neste estudo, observou-se que a micorrizacio da
mucuna-preta teve efeito positivo significativo no
crescimento somente em plantas cultivadas em solos
com adi¢io de 500 mg dm™ de Pb, aumentando a drea
foliar e a produgéo de massa da matéria seca da parte
aérea; no entanto, a altura e a massa seca de raizes
nao foram influenciadas pela associa¢cdo micorrizica

(Quadro 2).
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Figura 1. Percentagem de germinacao de sementes
de Stizolobium aterrimum em resposta ao
aumento da dose de Pb no solo. (*: diferenca
significativa entre tratamentos com diferentes
doses de Pb).
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Quadro 2. Altura, area foliar, massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR) de plantas de
Stizolobium aterrimum micorrizadas (M) ou nao micorrizadas (NM) e cultivadas em solo com adi¢ao de

doses crescentes de Pb

- Altura Avrea foliar MSPA MSR
NM M NM M NM M NM M
mg dm® m_— em2_ g
0 2,11 a 2,14 a 1671 a 1670 a 7,56 a 7,60 a 1,43 a 1,60 a
250 2,12 a 1,92 a 1298 a 1033 a 5,80 a 4,83 a 1,36 a 1,00 a
500 1,90 a 2,06 a 823 b 1376 a 3,93 a 6,63 a 1,00 a 1,16 a
1000 2,06 a 2,16 a 1116 a 1177 a 5,66 a 5,36 a 1,36 a 1,00 a
Regressao ns ns x2 ns x2 ns ns ns
Significancia ns ns wE ns ok ns ns ns

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb. Anédlise
de regressdo: nio significativa (ns), linear (x) e quadratica (x?). SignificAncia: ** p < 0,01 e *** p < 0,001.

Embora esteja bem documentado que a
micorrizagdo melhora o estado nutricional das plan-
tas hospedeiras (Rashid et al., 2008; Andrade et al.,
2009), esse resultado benéfico depende das espécies do
fungo e da planta envolvida na associac¢io. Os resul-
tados obtidos no presente trabalho corroboram os de
Jankong & Visoottiviseth (2008), que, utilizando trés
espécies de Glomus, observaram que a producao de
matéria seca de plantas micorrizadas de Tagetes
erecta cultivadas em solo contaminado com As néo
diferiu da matéria seca produzida por plantas nio
micorrizadas. Por outro lado, no mesmo experimen-
to, plantas de Melastoma malabathricum apresenta-
ram produgdo de biomassa muito maior quando
micorrizadas. Esse tipo de observacio é importante
quando h4 interesse no uso de microrganismos
simbidticos em programas de fitorremediagédo de are-
as contaminadas; avaliar as espécies de FMAs que
trazem maiores beneficios quando associadas a uma
determinada espécie de planta pode,
consequentemente, aumentar a eficiéncia da
fitorremediacio.

Associacoes simbidticas

A simbiose com bactérias fixadoras de Ny foi
reduzida drasticamente com o incremento do Pb no
solo. Assim, em solos com adi¢do da maior dose de
Pb, a nodulagéo teve aproximadamente 70 % de
redugdo em raizes de plantas micorrizadas ou néo.
Além disso, a producao de massa da matéria seca dos
nédulos de plantas cultivadas no solo com
1.000 mg dm3 de Pb foi reduzida em aproximadamente
50 % em relacio aos ndédulos de plantas crescendo no
solo controle, tanto em plantas micorrizadas como em
nao micorrizadas (Figuras 2 e 3). Wani et al. (2008),
em experimento com solo contaminado com Cu,
também observaram reducéo na nodulacido em plantas
de ervilha, a qual foi acompanhada pela reducéo da
massa de nddulos, assim como Andrade et al. (2004),
que também observaram reducio da nodulacdo em
soja cultivada em solo contaminado com Pb. A reducao

da nodulagéo possivelmente deve-se ao efeito toxico
dos MPs diretamente sobre os microrganismos do solo,
reduzindo o processo de infec¢éo, como explicado por
Giller et al. (1998). Ja a reducédo da massa da matéria
seca dos nodulos formados possivelmente esteja
relacionada as alteracbées metabdlicas, tanto nas
células radiculares como nas bactérias, que acarretam
prejuizos ao desenvolvimento da estrutura simbiética.

Embora existam relatos de que a presenca de MPs
no solo pode reduzir a coloniza¢io micorrizica, como
reportado por Rabie (2005a) em plantas de trigo e feijao
em solo contaminado com Zn, Cu, Pb e Cd, no presente
estudo nio foi observada reducéo significativa da
colonizagao micorrizica (Figura 4). Esse resultado pode
sugerir que o estabelecimento intrarradical de G.
etunicatum foi relativamente tolerante a presenca de
altas concentracgoes de Pb no solo.

® NM R?=0,86%**
B M R?=0,863%**

Nuimero de nédulos

500
Dose de Pb (mg kg%

750

Figura 2. Formacao de ndédulos radiculares em raizes
de plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM - linha continua) e
micorrizadas (M - linha tracejada) crescendo em
solo contaminado com Pb. Letras iguais nao di-
ferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % entre os
tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb.
Significancia: *** p < 0,001.
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Figura 3. Massa de matéria seca de noédulos de
plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM - linha continua) e
micorrizadas (M -linha tracejada) crescendo em
solo contaminado com Pb. Letras iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % entre
os tratamentos NM e M, dentro de cada dose de
Pb. Significancia: *** p < 0,001.
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Figura 4. Percentagem de coloniza¢ao micorrizica
em raizes de plantas de Stizolobium aterrimum

em resposta ao incremento da dose de Pb no
solo. (ns: regressao nao significativa).

Pigmentos fotossintéticos

O Pb pode alterar a sintese de clorofilas, ja que
esse metal pode interferir na absorcdo de Fe e Mg e,
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assim, inibir a sintese dessas moléculas (Drazkiewicz,
1994). No entanto, o teor desses pigmentos néo foi
alterado pelo incremento do Pb no solo em S.
aterrimum associada a FMAs ou ndo. Em outro
estudo, conduzido com mudas de arroz utilizando Cd
nas concentragdes de 10, 100 e 500 umol L1, observou-
se reducdo dos teores de clorofila a e b e da razéao
clorofila a/b (He et al., 2006), sugerindo que a sintese
de clorofila a é mais sensivel ao excesso de Cd do que
a sintese de clorofila b.

Os carotenoides sdo pigmentos acessérios com
diversas funcoes celulares e que atuam principalmente
no processo de fotossintese, onde auxiliam como:
antioxidantes ndo enzimaticos, dissipadores do excesso
de energia luminosa e coletores de energia luminosa
que é canalizada ao fotossistema (McElroy & Kopsell,
2009). O conteudo de carotenoides nao foi influenciado
pela adicdo de doses crescentes de Pb ao solo; de
maneira geral, MacFarlane & Burchett (2001)
também nio observaram alteragdes no teor de
carotenoides em folhas de Avicennia marina na
presenca de altos teores de Pb. Assim, demonstrou-
se que a associacdo da mucuna-preta com o FMA G.
etunicatum nao influenciou significativamente o
conteudo de pigmentos fotossintéticos nas folhas
(Quadro 3).

Utilizacao de formas de nitrogénio

Diversas enzimas estio envolvidas no processo de
assimilacdo de N pelas plantas, e as atividades dessas
enzimas podem ser alteradas pela presenca de MPs
no solo (Wang et al., 2008). O aciimulo de nitrato nos
tecidos pode ser um dos principais indicios de que um
determinado MP, como ja constatado para o Cd e o
Cr, esta reduzindo a atividade da enzima nitrato
redutase (Rai et al., 2004; Wahid et al., 2007).
Entretanto, no presente estudo, o Pb parece nao ter
alterado essa enzima em S. aterrimum, pois o teor de
nitrato foliar nao foi influenciado pela adi¢cdo de doses
crescentes de Pb no solo (Figura 5). A inoculacéo do
FMA também néo influenciou significativamente o

Quadro 3. Teor de clorofila a, b, razao clorofila a/b e carotenoides totais em folhas de plantas de Stizolobium
aterrimum nao micorrizadas (NM) e micorrizadas (M) crescendo em solo contaminado com Pb

Clorofila a Clorofila b Razao Clr. a/b Carotendides
Dose de Pb e
NM M NM M NM M NM M
mg dm” ug mg'de MF — pg mg'de MF—
0 0,78 a 0,92 a 0,26 a 0,28 a 3,00 a 3,28 a 0,35 a 0,39 a
250 0,78 a 0,76 a 0,24 a 0,23 a 3,25 a 3,30 a 0,33 a 0,33 a
500 0,72 b 0,87 a 0,23 a 0,27 a 3,13 a 3,22 a 0,31 a 0,38 a
1000 0,89 a 0,87 a 0,25 a 0,24 a 3,56 a 3,62 a 0,37 a 0,37 a
Regressio ns ns ns ns ns ns ns ns
Significancia ns ns ns ns ns ns ns ns

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

regressdo ndo significativa).
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teor de nitrato foliar, ja que nao foram observadas
diferencgas entre plantas ndo micorrizadas e
micorrizadas (Figura 5).

A fixacgdo biolégica de N foi avaliada por meio da
determinacgio da atividade da nitrogenase. Observou-
se que a atividade dessa enzima em plantas
micorrizadas foi estimulada até a dose de 500 mg dm-
3 ¢ diminuiu na dose de 1.000 mg dm™ Pb, seguindo
um ajuste quadratico. A atividade nitrogenase de
nédulos de plantas crescendo nas doses de 500 e
1.000 mg dm3 Pb foi maior em plantas micorrizadas
que em nao micorrizadas (Figura 6). Semelhantemente
ao observado por Balestrasse et al. (2003) em plantas
de soja sob estresse por Cd, aquelas ndo micorrizadas
apresentaram pequena reducdo na atividade da

5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
15
1,0 -
0,5 -
0,0

Teor de NO;3™ (ug mg! de MS)

0 250 500 750 1000

Dose de Pb (mg kg')

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

eNM ns
aM  R2=0856** a

N; fixado (umol h' g'' de Nod.)

250 500 750 1000
Dose de Pb (mg kg'!)

Figura 6. Atividade da nitrogenase em nédulos de
raizes de plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM - linha continua) e
micorrizadas (M- linha tracejada) crescendo em
solo com doses crescentes de Pb. Letras iguais
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
entre os tratamentos NM e M, dentro de cada
dose de Pb. ns: regressao nao significativa.
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nitrogenase, evidenciando que diferentes MPs podem
causar efeito negativo sobre a fixagao biolégica de N.
Como demonstrado por Rabie (2005b) em plantas de
Vigna radiata sob condi¢oes de estresse salino e por
Frason et al. (1991) em plantas de soja sob estresse
hidrico, a micorrizagdo estimulou a atividade da
nitrogenase nessas plantas. Frason et al. (1991) su-
gerem que plantas micorrizadas sob condi¢ées de
estresse abidtico podem apresentar melhor desempe-
nho na fixag¢do de Ny em funcéo, possivelmente, do
maior suprimento de P fornecido aos nédulos pela as-
sociacdao com FMAs, uma vez que o processo de fixa-
¢do de Ny tem alta demanda de energia.

O produto direto, utilizavel pela planta, da atividade
da enzima nitrogenase a amoénia (NHj), a qual é
assimilado pela via GS/GOGAT (glutamina sintetase/
glutamina: 2-oxoglutarato aminotransferase) nos
aminoacidos (Coruzzi, 2008). A concentracio de
amonia nas folhas de mucuna-preta aumentou até a
dose de 500 mg dm3, e na dose de 1.000 mg dm™ a
sua concentrac¢ao reduziu, seguindo um ajuste
quadratico (Figura 7). Pode-se sugerir que,
possivelmente, o acimulo de NHj tenha ocorrido
devido ao estimulo da fixa¢do de Ny e a uma eventual
reducdo da atividade das enzimas da via GS/GOGAT,
embora o aumento dos teores de amonia também possa
estar relacionado ao aumento da atividade de
proteases, induzindo a degradagao de proteinas (Chiraz
et al., 2003).

Peroxidacao de lipideos

A presenca de teores excessivos de MPs pode
aumentar a geragio de espécies reativas de O,
induzindo a peroxidacéo dos lipideos das membranas.
Uma maneira comum de avaliar esse tipo de estresse
é pela determinacao da concentragio de malondialdeido
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Figura 7. Teor de amé6nia em folhas de plantas de
Stizolobium aterrimum nao micorrizadas (NM -
linha continua) e micorrizadas (M - linha
tracejada) crescendo em solo com doses
crescentes de Pb. Letras iguais nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5 % entre os
tratamentos NM e M, dentro de cada dose de Pb.
**p < 0,001; ns: regressao nao significativa.
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(MDA) formado como produto da peroxidacao lipidica
das membranas. Embora o Pb nfo seja um metal
oxidorredutor, a inducio de estresse oxidativo parece
ocorrer de maneira indireta, aumentando a producéo
de formas reativas de Oy (Sharma & Dubey, 2005).
Neste experimento, constatou-se que, de modo geral,
folhas de plantas micorrizadas apresentaram maiores
teores de MDA que as de plantas ndo micorrizadas e
que em plantas micorrizadas houve decréscimo muito
leve, mas significativo, no teor de MDA foliar em
funcéo do incremento de Pb no solo (Figura 8).

Esses resultados diferem dos encontrados por Dey
et al. (2007), que observaram aumento gradativo de
MDA tanto em raizes como em folhas de plantas de
trigo submetidas a doses crescentes de Pb. O excesso
de Pb nos tecidos vegetais pode gerar estresse oxidativo
e induzir a atividade das enzimas do sistema
antioxidante (Gratdo et al., 2005), como a superédxido
dismutase, guaiacol peroxidases, ascorbato peroxidase,
glutationa redutase, ou inibir a atividade de catalase
(Sharma & Dubey, 2005). A reduc¢ido dos niveis de
MDA em plantas micorrizadas pode ter ocorrido devido
ainducio da atividade de tais enzimas, que atuam no
controle de espécies reativas de O,.

Absorcao de fosforo

A micorrizacdo favoreceu a absorcao de P por S.
aterrimum no tratamento controle e com adi¢do de
250 mg dm de Pb, com menores teores de P em parte
aérea e raizes de plantas ndo micorrizadas (Figuras 9
e 10). O incremento de Pb no solo alterou o teor de P
na parte aérea das plantas micorrizadas. Em plantas
que cresceram no solo com adicdo de 1.000 mg dm™
de Pb houve reducéo de 25 % no teor de P, e a analise
da regressio seguiu ajuste linear (Figura 9). No
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Figura 8. Concentrac¢ao de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) em folhas de plan-
tas de Stizolobium aterrimum nao micorrizadas
(NM - linha continua) e micorrizadas (M - linha
tracejada) crescendo em solo contaminado com
Pb. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb. * p < 0,05; ns: regres-
sdo nao significativa.
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Figura 9. Teor de P em parte aérea de plantas de
Stizolobium aterrimum nao micorrizadas (NM -
linha continua) e micorrizadas (M - linha
tracejada) crescendo em solo contaminado com
Pb. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb. * p < 0,05; ns: regres-
sao nao significativa.
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Figura 10. Teor de P em raizes de plantas de
Stizolobium aterrimum nao micorrizadas (NM -
linha continua) e micorrizadas (M - linha
tracejada) crescendo em solo contaminado com
Pb. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M,
dentro de cada dose de Pb. * p < 0,05; ns: regressao
nao significativa.

entanto, o teor de P nas raizes ndo foi influenciada
significativamente pelo incremento de Pb no solo.

A associagdo com FMAs oferece beneficios
consideraveis em termos de crescimento e absor¢io
de nutrientes (Gosling et al., 2006). O presente estudo
mostrou que plantas de mucuna-preta micorrizadas
absorveram maior quantidade de P do que as nao
micorrizadas, mesmo quando cultivadas em solos com
altos teores de Pb. Outros trabalhos corroboram os
resultados observados por Andrade et al. (2004) em
soja crescendo em solo contaminado com Pb. A
reducdo do teor de P em parte aérea de plantas
micorrizadas possivelmente pode ocorrer em funcao
da reducao da eficiéncia da micorrizagdo, como
reportado por Andrade et al. (2003), que obtiveram
resposta semelhante a descrita no presente trabalho.
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Actimulo de chumbo

As plantas responderam ao aumento das doses de
Pb incrementando linearmente o teor desse elemento
tanto em parte aérea como em raizes (Figuras 11 e
12).

Apesar de as plantas terem aumentado a absorgéo
de Pb em resposta ao aumento das doses deste no solo,
as concentragdes desse MP na parte aérea néo
alcancaram valores considerados tipicos de plantas
hiperacumuladoras: 1.000 mg kg'! de matéria seca
(Lombi et al., 2001). Entretanto, as plantas de S.
aterrimum mostraram-se boas candidatas para sua
utilizacdo em técnicas de fitoestabilizacdo, ja que na
maior dose de Pb adicionada ao solo elas acumularam

®NM R2=0,979%** a
mBM  R%=0,996%**

250 500 750 1000

Dose de Pb (mg kgt

Figura 11. Teor de Pb em parte aérea de plantas de
Stizolobium aterrimum micorrizadas (M - linha
tracejada) e nao micorrizadas (NM - linha
continua) pelo FMA Glomus etunicatum em
resposta ao incremento da dose de Pb no solo.
Letrasiguais nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M, dentro
de cada dose de Pb. MS — massa de matéria seca.
k% < 0,001).
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Figura 12. Teor de Pb em raizes de plantas de
Stizolobium aterrimum micorrizadas (M - linha
tracejada) e nao micorrizadas (NM - linha
continua) pelo FMA Glomus etunicatum em
resposta ao incremento da dose de Pb no solo.
Letrasiguais nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5 % entre os tratamentos NM e M, dentro
de cada dose de Pb. MS — massa de matéria seca.
k% < 0,001).
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aproximadamente 2.000 mg kg'! de Pb na matéria
seca da raiz.

Sabe-se que a associacdo micorrizica, além de sua
influéncia sobre a nutri¢gdo mineral da planta, pode
produzir substancias estimuladoras do crescimento
vegetal, aumentando a produc¢do de matéria seca, o
que pode ser uma caracteristica favoravel em progra-
mas de fitorremediacio (Khan et al., 2000). Contudo,
nas condic¢ées do presente trabalho, a colonizacgio
micorrizica ndo influenciou significativamente nem o
crescimento nem a absorcao de Pb por S. aterrinum.
Alguns estudos mostram que a associa¢do com FMA
pode aumentar a absorciao de MPs (Joner & Leyval,
1997; Khan et al., 2000), mas reducio na absorc¢ao de
MPs também tem sido relatada (Heggo et al., 1990).
Esses resultados podem ser decorrentes das diferen-
cas nas espécies de microssimbiontes e hospedeiros
envolvidos na associagdo simbiotica, pois sabe-se que
ecotipos de FMAs procedentes de areas contaminadas
tém maior tolerancia a altos teores de metais e podem
ser mais eficientes na contribuic¢ao da tolerancia da
planta (Galli et al., 1994). O Pb acumulou-se princi-
palmente nas raizes, porém em plantas néo
micorrizadas no solo controle houve maior presenca
de Pb na parte aérea, ao passo que em plantas
micorrizadas o transporte de Pb a parte aérea foi re-
duzido (Figura 13).

OParte aérea mRaizes

Distribuigao de Pb
na planta

Dose de Pb (mg kg')

Figura 13. Distribuicdao de Pb nas raizes e 6rgaos
aéreos de plantas de Stizolobium aterrimum nao
micorrizadas (NM) e micorrizadas (M)

CONCLUSAO

Stizolobium aterrimum possui boa tolerancia ao
Pb e pode ser indicada como fitoestabilizadora de solos
contaminados com este elemento.
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