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“A diferenca entre remédio e veneno € apenas a dose.”
(Paracelso, século XVI)
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RESUMO

CIPRIANI, Henrique Nery, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2011.
Respostas morfofisioldgicas de plantas de Acacia magium Willd. e Mimosa
caesalpiniaefolia Benth., inoculadas com rizobio e micorriza arbuscular, sob
efeito de arsénio. Orientador: Luiz Eduardo Dias. Coorientadores: Mauricio Dutra
Costa e Jaime Wilson Vargas de Mello.

Embora o As possa ser encontrado naturalmente no solo e em rochas, atividades
humanas, como a minera¢do e o uso indiscriminado de agrotdxicos, podem levar ao
aumento da concentracdo de As na superficie. A fitorremediacdo pode ser uma
alternativa para descontaminar solos com elevadas concentragdes de As, contudo, sua
eficacia depende do estabelecimento, sobre o substrato, de plantas com alta capacidade
de absor¢cdo do elemento. As leguminosas Acacia mangium Willd. e a Mimosa
caesalpiniaefolia Benth., por sua rusticidade e rapido crescimento, possuem grande
potencial para fitorremediagdo, que pode ser melhor aproveitado com o uso de bactérias
fixadoras de nitrogénio (rizobio) e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Além do
crescimento, respostas morfofiosiologicas a toxidez de As podem auxiliar na
identificagdo de espécies tolerantes. Destarte, o objetivo deste estudo foi avaliar as
respostas morfofisiologicas de plantas de A. mangium ¢ M. caesalpiniaefolia,
inoculadas com rizébio e micorriza arbuscular, sob efeito de As. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacdo, utilizando-se vasos com 2,5 kg de um substrato
esterilizado por autoclavegem composto de trés partes de um Latossolo Vermelho
distréfico e uma parte de areia lavada (v/v) forrados com sacos plasticos. Devido a sua
elevada acidez e baixissimo teor de P, o substrato recebeu calagem (30 dias antes da
semeadura) e 0,30 g kg™ CaHPO, (nove dias antes da semeadura). O experimento foi
montado em esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 5 completo, com quatro blocos, sendo duas
espécies de plantas, dois tratamentos com rizébio (sem rizébio e com rizobio), dois
tratamentos com FMAs (sem FMA e com FMA) e cinco doses de arsénio (0, 50, 100,
200 e 400 mg kg'). As estirpes de rizobio foram adquiridas do CNPAB/Embrapa e
inoculadas por imersdo da imersdo das sementes em agua contendo o inoculante. Os
FMAs foram extraidos de solo de mata nativa e inoculados por pipetagem de suspensao
(400 esporos por vaso). O As foi fornecido na forma de solu¢ao de As;Os com KOH e
peroxido de hidrogénio. Aos 90 dias de cultivo, ndo sendo detetados indicios de

nodulagdo, descartou-se o tratamento com rizobio e sem micorriza. No mesmo
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momento, o tratamento rizobio + micorriza foi coletado para confec¢do de ldminas com
cortes de fragmentos das raizes para avaliagdo da anatomia radicular. Aos 120 dias de
cultivo as plantas restantes foram coletadas, fotografadas e avaliadas quanto ao
comprimento de raiz, parte aérea e total. Em seguida, foram secas em estufa para
avaliacdo da matéria seca de raiz, de parte aérea e total, e moidas para avaliacdo dos
teores de P, S e As na raiz e na parte aérea. As trocas gasosas foram avalidas por IRGA
uma semana antes da coleta do experimento, somente nas plantas de A. mangium. O
indice SPAD foi avaliado em ambas as espécies no dia da coleta. Os dados foram
submetidos a ANOVA e a andlise de regressio. Foram observados danos
morfofisiologicos as plantas de A. mangium e M. caesalpiniaefolia, como morte do
meristema apical e de primérdios de raizes; mudangas no desenvolvimento das células
do sistema vascular; reducao do teor de clorofila, evidenciada pelo aparecimento de
clorose (em M. caesalpiniaefolia) e redu¢do do indice SPAD (em ambas as espécies); ¢
redu¢do de crescimento. Na A. mangium, também foi observada reducdo da taxa
fotossintética e da eficiéncia instantanea do uso da 4agua. De maneira geral, foi
observado que, quanto maior a dose de As, menor o teor de P na raiz e na parte aérea e
maior o teor de S na raiz. Os teores elevados de As nas raizes de ambas as espécies
indicam que elas podem ser eficazes no processo de fitoestabilizacdo de dareas
contaminadas com As. Os FMAs reduziram a absor¢ao e o acuimulo de As pelas plantas
de ambas as espécies, o que poderia aliviar a toxicidade do elemento, permitindo maior

crescimento. Estudos de longa duracao sdo necessarios para verificar essa hipotese.
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ABSTRACT

CIPRIANI, Henrique Nery, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April 2011.
Morphophysiological responses of Acacia magium Willd. and Mimosa
caesalpiniaefolia Benth. inoculated with rhizobia and arbuscular mycorrhiza
under effect of arsenic. Adviser: Luiz Eduardo Dias. Co-advisers: Mauricio Dutra
Costa and Jaime Wilson Vargas de Mello.

Although As can be naturally found in soil and rocks, human activities like
mining and the indiscriminate use of pesticides can lead to increased concentration of
this metalloid on surface. Phytoremediation may be an alternative to decontaminate
soils with high concentrations of As, however, its effectiveness depends on the
establishment of plants with high As-absorption capacity on the substrate. Due to their
hardiness and fast growth, the leguminous species Acacia mangium Willd. and Mimosa
caesalpiniaefolia Benth., have great potential for phytoremediation, which can be best
availed with the use of nitrogen-fixing bacteria (rhizobia) and arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF). Apart from growth, morphophysiological responses may help identifying
tolerant species. Thus, the aim of this study was to evaluate the morphophysiological
responses of plants of A. mangium and M. caesalpiniaefolia inoculated with rhizobia
and arbuscular mycorrhiza under effect of arsenic. The experiment was carried out in a
greenhouse, using pots with 2.5 kg of a steamed substrate composed of three parts of an
Oxisol and one part of sand (v/v) lined with plastic bags. Due to its high acidity and
very low P content, the substrate received lime (30 days before sowing) and 0,30 g kg™
CaHPOy4 (nine days before sowing). The experiment was arranged ina2 x 2 x 2 x 5
complete factorial with four blocks, being two plant species, two treatments with
rhizobia (with and without rhizobia), two treatments with AMF (with and without AMF)
and five arsenic rates (0, 50, 100, 200 and 400 mg kg). The rhizobia strains were
acquired from CNPAB/Embrapa and inoculated by the immersion of the seeds in water
containing the inoculant. The AMF were extracted from native forest soil and inoculated
by suspension pipetting (£ 400 spores per pot). The As was provided in the form of a
solution of As;O3;, KOH and hydrogen peroxide. After 90 days of breeding, since no
signs of nodulation were detected, the treatment with rhizobium and without mycorrhiza
was discarded. At the same time, the mycorrhizae + rhizobia treatment was collected for
preparation of slides with fragments of the roots for the evaluation of the root anatomy.

After 120 days of breeding the remaining plants were collected, photographed and
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evaluated for root, shoot and total lengths. They were then dried in an oven for
evaluation of root, shoot and total dry matter, and ground to assess the levels of P, S and
As in the root and shoot. Gaseous exchanges were measured by IRGA one week before
the collection of the experiment only in plants of A. mangium. The SPAD index was
evaluated in both species on the collection day. Data were submitted to ANOVA and
regression analysis. Morphophysiological damages were observed on plants of A.
mangium and M. caesalpiniaefolia, such as death of the apical meristem and primordia
of roots; changes in the development of the vascular system cells; reduction in
chlorophyll content, as evidenced by the appearance of chlorosis (on M.
caesalpiniaefolia) and reduction of the SPAD index (of both species); and reduced
growth. In A. mangium, a decrease in photosynthetic rate and instantaneous water use
efficiency was also observed. Overall, it was observed that the higher the As rate, the
lower the P content in root and shoot and the higher the S content in the root. The high
levels of As in the roots of both species indicate that they may be effective in
phytostabilization of As-contaminated areas. The AMF reduced the absorption and
accumulation of As in both species. This could alleviate As toxicity, allowing further

growth. Long-term studies are needed to verify this hypothesis.



1. INTRODUCAO

Embora o As possa ser encontrado naturalmente no solo e em rochas, atividades
humanas, como a minera¢do ¢ o uso indiscriminado de agrotéxicos, podem levar ao
aumento da concentragdo de As na superficie. Em alguns casos, o nivel de
contamina¢do pode reduzir a capacidade de estabelecimento da vegetacdo sobre a area,
degradando-a.

Existem muitos médotos para se recuperarem areas degradadas pela contaminagdo
com As, que vao desde técnicas de engenharia pesada a fitorremediacao. Dada a
crescente conscientizagdo ambiental da populacdo mundial, a fitorremediagdo, que
consiste no uso de plantas no processo de recuperacdo da dera, tem recebido grande
aten¢ao por parte da comunidade cientifica, empresas ¢ instituigdes publicas.

Para que a fitorremediagao seja eficaz, ¢ necessario, em primeiro lugar, que as
espécies a serem plantadas sejam capazes de se estabelecerem na area. E desejavel
também, que elas consigam absorver grandes quantidades do elemento contaminante.
Uma vez absorvido, a disponibilidade do contaminante para outras espécies e a
possibilidade de contaminacdo do lengol freatico sdo reduzidas. Outros beneficios
podem ser agregados a fitorremediagdo, especialmente se as espécies utilizadas
puderem ser aproveitadas economicamente.

Nesse sentido, a Acacia mangium (acacia) e a Mimosa caesalpiniaefolia (sansdo-do-
campo ou sabid) tem grande potencial para uso em fitorremediagdo, pois apresentam
rapido crescimento, tolerancia a solos pouco férteis e valor econdmico. A A. mangium,
inclusive, ¢ plantada comercialmente em diversos paises e ¢ conhecida por sua madeira
de qualidade, que ¢ usada para fabricacdo de modveis, dentre outras finalidades. Além de
ser uma planta vistosa, sendo muito utilizada como cerca viva, a madeira de M.
caesalpiniaefolia pode ser usada para energia e produgdo de mourdes.

Por serem leguminosas capazes de se associarem a bactérias fixadoras de nitrogénio,
genericamente conhecidas como rizobio, a A. mangium e a M. caesalpiniaefolia
possuem vantagens que podem beneficiar o processo de fitorremediacdo. Além de
possuirem menor dependéncia de fertilizagdo nitrogenada, o nitrogénio fixado
biologicamente costuma exceder a demanda da planta, sendo liberado no solo,
tornando-se disponivel para outras plantas e, também, microrganismos.

Visando promover ainda mais o estabelecimento das plantas na area degradada,

pode-se tirar proveito de outra associagao simbidtica, encontrada na grande maioria das
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plantas terrestres: a micorriza arbuscular. Nesse tipo de associag¢do, fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) colonizam as raizes da planta hospedeira que, em troca do
fornecimento de hidrocarbonetos para o fungo, recebem nutrientes minerais,
notadamente P, um nutriente frequentemente escasso em solos tropicais.

Quando utilizadas em conjunto, a inoculacdo com rizobio e FMAs, embora
representem grande demanda de hidrocarbonetos, normalmente atuam em sinergia,
promovendo o crescimento da planta hospedeira. Poucos estudos, no entanto, sdo feitos
avaliando-se os efeitos da associagdo simultanea de rizobio ¢ FMAs no crescimento de
plantas cultivadas em substrato contaminado com As.

Visando sua aplica¢do em areas contaminadas com As, para melhor avaliar os efeitos
da inoculagdo conjunta de FMAs e rizobio no processo de fitorremediagdo, é necessario
avaliar, além do crescimento e da absor¢ao de As pela planta hospedeira, alteragdes
morfofisioldgicas, como a anatomia radicular e a taxa fotossintética. Essas varidveis tém
influéncia direta na capacidade de fixagdo de carbono pela planta e de seu
estabelecimento na area contaminada.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar alteragdes morfofisiologicas em
Acacia mangium e Mimosa caesalpiniaefolia, inoculadas com rizobio ¢ micorriza

arbuscular, sob efeito de arsénio.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O arsénio

Trigésimo terceiro membro da tabela periddica, pertencente ao grupo 15, o arsénio é
classificado como metaloide (ou semimetal) por possuir aparéncia fisica e propriedades
de um metal porém comportar-se quimicamente como ametal (Atkins & Jones, 1997). A
massa atdmica do is6topo mais estavel ¢ de 74,92 u e sua densidade ¢ de 5,72 kg dm™ ,
sendo muitas vezes referido como um “metal pesado” de acordo com algumas
defini¢des para o termo (Wolfram Alpha, 2009; para uma discussdo sobre a
aplicabilidade do termo, ver IUPAC, 2002). E o vigésimo elemento mais abundante na
crosta terrestre, 14° nos oceanos e 12° no corpo humano (Woolson, 1975).

Em alguns animais, como ratos, porquinhos-da-india, cabras e galinhas, o arsénio
desempenha alguma funcao no metabolismo da metionina, sendo que a suplementagao
de As parece apresentar efeito estimulante do crescimento mesmo em doses muito
elevadas (NRC, 1999). Elevada ingestdao de arsénio € toxica e pode provocar nausea,
vOmito e diarreia, sendo que doses superiores a 2 g pode levar uma pessoa a 6bito pouco
tempo ap6s a contaminacao (DHS, 2002). A exposi¢do cronica ao As pode promover o
surgimento de diversas enfermidades, incluindo varios tipos de cancer, alteragdes na
pigmentacdo da pele, hiperqueratose e danos aos sistemas nervoso e reprodutivo
(Mandal & Suzuki, 2002; Capitani, 2007; Vahidnia et al., 2007).

As formas inorganicas do arsénio, As® e Ass+, sd0 as mais comuns € ocorrem como
oxidnions arsenito (AsOs>) e arsenato (AsO,), frequentemente identificadas pelo
nimero de oxidagdo, As(IIl) e As(V), respectivamente. A ocorréncia relativa dessas
formas ¢ fun¢do do pH e do potencial (Eh) do meio (Masscheleyn et al., 1991). O
arsenato predomina em ambientes sem limitagdes de oxigénio, sendo fortemente
adsorvido a fracdo argila do solo, bem como a oxi-hidroxidos de ferro, manganés,
aluminio e a matéria organica. Por sua vez, o arsenito ¢ a forma mais estavel sob
condi¢des redutoras. Em geral, o As(Ill) ¢ adsorvido com menor intensidade as
particulas do solo, sendo considerado mais soluvel, movel e toxico que o As(V)
(Mandal & Suzuki, 2002; Grossl et al., 2004).

As formas orgénicas do arsénio sdo formadas a partir da metilacdo de compostos
inorganicos de As por microrganismos, produzindo, em condi¢cdes oxidantes, acido

monometilarsonico (MMA), acido dimetilarsinico (DMA) e o6xido de trimetilarsina
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(TMASsO) (Reichert & Trelles, 1921). Essas formas sdo consideradas menos toxicas que
as inorganicas e seu comportamento no solo ¢ similar a estas, sendo que, quanto maior o
grau de metilagdo, menor a adsor¢do as particulas (Litter et al., 2008). Em condigdes de
baixa disponibilidade de oxigénio, as formas organicas de arsénio sao degradadas
novamente a As inorginico por bactérias anaerdbicas obrigatérias e facultativas
(Hasegawa, 1997).

O arsénio ocorre naturalmente em mais de 200 minerais, dos quais 60 % sdo
arsenatos, 20 % sulfetos ¢ sulfossais ¢ o restante inclui arsenetos, arsenitos, 0xidos,
silicatos e arsénio elemental. Esses minerais sdo frequentemente encontrados em
depositos metaliferos, sendo a arsenopirita (FeAsS) o mais comum (Mandal & Suzuki,
2002). Os sulfetos podem ser oxidados quando expostos a atmosfera (em mineragdes,
por exemplo), produzindo soluc¢des acidas ricas em sulfatos de ferro hidrossoltveis que
podem ser lixiviadas, mobilizando elementos quimicos toxicos (como o As) presentes
no meio, causando acidificacdo e contaminacdo do solo, de cursos d'dgua e do lengol
fredtico, fendmeno conhecido como “drenagem acida” (Mello et al., 2003).

Os niveis de arsénio nos solos ¢ na agua variam grandemente entre regides
geograficas e sdo determinados principalmente pela composi¢do das rochas que deram
origem aos solos e que estdo proximas as fontes de dgua (Mandal & Suzuki, 2002;
Litter et al., 2008). Solos descontaminados normalmente possuem de 1 a 40 mg kg de
As, sendo que solos arenosos ¢ derivados de granitos apresentam menores teores que
solos argilosos aluviais e organicos (Kabata-Pendias & Pendias, 1984). A concentracdo
de As nas 4guas é naturalmente baixa (1-10 pg L"), sendo maior nos oceanos ¢ aguas
subterraneas do que em rios e lagos (Mandal & Suzuki, 2002; Litter et al., 2008).

Em areas proximas a mineragdes, no entanto, a concentracdo de As na agua pode
variar entre 100 e 5.000 pg L' (Harrington et al., 1978), ou seja, 500 vezes o teor
recomendado pela Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2001). Mesmo no Brasil,
onde o clima tropical muito umido e os elevados teores de Fe e Al nos solos previnem o
acumulo de As nos aquiferos, em algumas regides, como o Quadrilatero Ferrifero (MG),
os teores de As nas aguas subterraneas encontram-se bem acima do limite recomendado
devido a proximidade de mineracdes e depositos de estéril (Bundschuh et al., 2008).

Areas degradadas pela contaminagdo com arsénio, como pilhas de rejeito de
mineragdo ou antigos patios de secagem de madeira tratada, devem ser recuperadas para

que possam ser novamente utilizadas. Preferencialmente, essa recuperagao deve ser feita



através de métodos de baixo custo e ambientalmente compativeis, proporcionando

outros beneficios, além da descontaminagao do solo.

2.2 Fitorremediacao

Os métodos tradicionais de remediacdo de solo baseiam-se em técnicas de
engenharia pesada, como escavacdo, remoc¢ao e lavagem, encapsulamento ou conteng¢do
in situ, e estabilizagdo quimica. Entretanto, esses métodos costumam ser onerosos, além
de possuirem baixa “sensibilidade ecologica”, o que tem levado a necessidade de se
desenvolverem projetos de baixo custo, sustentaveis e ecologicamente corretos (Pulford
& Dickinson, 2005). Nesse contexto, a fitorremediacdo pode ser uma alternativa para o
problema (Salt et al., 1998; Pulford & Watson, 2003; Ball, 2005; Pulford & Dickinson,
2005).

Fitorremediacdo ¢ definida como o uso de plantas para remover contaminantes do
ambiente ou torna-los inofensivos (Salt et al., 1998), podendo ser dividida em cinco
grupos principais (Pulford & Watson, 2003):

e Fitoextracdo: plantas removem metais do solo e os acumulam em suas partes
coletaveis (Kumar et al., 1995; Nascimento et al., 2009).

e Fitodegradagdo: plantas e microorganismos associados degradam contaminantes
organicos (Burken & Schnoor, 1997).

e Rizofiltragdo: as raizes das plantas absorvem metais de efluentes (Dushenkov et
al., 1995).

o Fitoestabilizagdo: plantas reduzem a mobilidade e biodisponibilidade de
contaminantes no ambiente por imobilizagdo ou prevenindo sua migracao
(Smith & Bradshaw, 1972; Vangronsveld et al., 1995).

e Fitovolatilizagdo: volatilizagdo de contaminantes para a atmosfera via plantas
(Banuelos et al., 1997; Burken & Schnoor, 1999).

No caso do arsénio, a fitoextragdo e a fitoestabilizagdo parecem ser as técnicas mais
aplicaveis na recuperagdo de sitios contaminados. No entanto, ha dificuldade em se
encontrarem espécies adequadas para esse fim devido a toxicidade do arsénio as plantas.

O arsenato ¢ facilmente absorvido pelos vegetais devido a sua similaridade com o
fosfato. Esses anions competem entre si ndo s6 por sitios de ligacdo nas enzimas
transportadoras das raizes (Asher & Reay, 1979; Meharg & Macnair, 1991; Wang et al.,
2002), mas também por sitios de adsor¢ao nas particulas do solo (Peryea, 1991; Smith

et al.,, 1998), resultando em controversas interagdes entre ambos em relagdo a
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disponibilidade e aquisi¢cdo pela planta (Cao et al., 2003; Tu & Ma, 2003; Caille et al.,
2004). Recentemente, em estudos como os de Christophersen et al. (2009), trabalhando
com Medicago truncatula e cevada, e Gunes et al. (2009), em experimento com grao-
de-bico, nao foram encontradas evidéncias de inibi¢do competitiva entre arsenato e
fosfato, realcando ainda mais a complexidade da interacdo entre As e P durante a
absor¢do pela planta.

A similaridade entre o arsenato e o fosfato também se manifesta no metabolismo dos
vegetais. Na via glicolitica, o arsenato pode substituir o fosfato, interferindo na
fosforilacdo oxidativa pela producdao de um éster-arsenato de ADP, que ¢ instavel e sofre
hidrélise de forma ndo enzimadtica, processo conhecido como arsendlise (Aposhian,
1989). Dessa forma, ndo ha produgdo de ATP e a planta é privada de sua fonte de
energia.

O arsenito, por sua vez, nado compete tdo fortemente com o fosforo, tendo maior
mobilidade no solo. Seus efeitos fitotoxicos também sao diferentes. O arsenito tem alta
afinidade por grupos sulfidrilicos presentes nos aminoacidos como a cisteina,
desativando, assim, muitas enzimas envolvidas em processos metabolicos
intermediarios (Ehrlich, 1990). Da mesma forma, ao se ligar a grupos sulfidrilicos, o
arsenito pode destruir a membrana das células radiculares, afetando a absor¢do de agua
e nutrientes (Carbonell-Barrachina et al., 1994).

Recentemente, uma importante descoberta revelou que o arsénio pode substituir o
fosforo na molécula de DNA. Wolfe-Simon et al. (2010) analisaram a composicao de
bactérias isoladas de um lago vulcanico da Califérnia (Mono Lake) e verificaram a
presenga de arsenato, ndo de fosfato, em macromoléculas como 4cidos nucleicos e
proteinas. Além disso, quando cultivadas em meio sem P, as bactérias eram capazes de
metabolizar As para sustentar, de forma relativamente eficiente, seu crescimento
(Wolfe-Simon et al., 2010). Essa descoberta cria novas perspectivas para estudos sobre
a origem ¢ a evolucdo da vida e sobre a interacdo P x As nos seres vivos. No entanto,
para a maioria dos seres vivos, o As tem efeito clastogénico e compromete o
crescimento e a diferenciacao dos tecidos.

Apesar da toxicidade, varias espécies de samambaias (Ma et al., 2001; Francesconi et
al., 2002; Visoottiviseth et al., 2002; Zhao et al., 2002) e de outros grupos de plantas
(DeKoe, 1994; Meharg, 2003) tém sido apontadas como capazes de acumular arsénio
acima do teor disponivel no solo (hiperacumuladoras), possuindo, portanto, potencial

para fitoextracao.
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Entretanto, estudos como os realizados por Salido et al. (2003) e Kertulis-Tartar et al.
(2006) indicam que o processo de fitoextracdo de arsénio pode ser demorado, mesmo
para espécies com grande potencial de acumulagdo e de rapido crescimento. Em areas
muito contaminadas e nas quais ha risco de transferéncia do As acumulado na parte
aérea das plantas para a cadeia alimentar, a fitoestabilizacdo parece ser a alternativa de
recuperagdo mais adequada.

Muitas espécies adequadas a fitoestabilizacdo de arsénio vém sendo identificadas
(Madejon et al., 2004; French et al., 2006; Vazquez et al., 2006; Tlustos et al., 2007;
King et al., 2008; Melo et al., 2009; Dias et al., 2010; Melo et al., 2010). A maioria
dessas espécies sdo arboreas, proporcionando alguns beneficios adicionais para uso em
areas degradadas, como: elevada biomassa, variabilidade genética, valor econémico,
aceitagao publica e estabilizacao do sitio (Pulford & Dickinson, 2005). Esses beneficios
podem ser mais bem aproveitados através da utilizagdo de leguminosas de rapido
crescimento e multiplo uso, como Mimosa caesalpiniaefolia Benth. e Acacia mangium
Willd..

Mimosa caesalpiniaefolia Benth. ¢ uma fabacea de ocorréncia natural no Norte ¢ no
Nordeste brasileiro, onde ¢ conhecida como sabid e muito utilizada para a producao de
estacas, carvao e lenha. Sua folhagem e frutos sdo considerados uma valiosa fonte de
alimento para grandes e pequenos ruminantes, especialmente no periodo seco. Na regido
Sudeste, ¢ conhecida como sansdo-do-campo e ¢ muito usada como cerca-viva devido a
beleza e a presenca de espinhos. E uma arvore relativamente muito produtiva, de rapido
crescimento e facil manejo (Ribaski et al., 2003).

Acacia mangium Willd. ¢ uma fabacea arborea de crescimento rapido originaria da
Oceania e do sudeste asiatico mas que se adaptou muito bem as condigdes climaticas
brasileiras. E muito utilizada na revegetagdo de areas degradadas devido & sua tolerancia
a solos inférteis e acidos, elevada producdo de serrapilheira e capacidade de fixacdo de
nitrogénio. Também pode ser explorada comercialmente para fabricagdo de polpa de
celulose, moirdes de cerca, estacas para a construgdo civil e carvao, entre outros fins
(Marto, 2007).

As espécies citadas possuem a vantagem de se associarem a bactérias fixadoras de
nitrogénio e a fungos micorrizicos arbusculares, que proporcionam melhores condigdes
para seu desenvolvimento, entre outros beneficios para o processo de recuperagdo da

area degradada como um todo (Dodd, 1999; Franco & Balieiro, 1999).



2.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Associagdes micorrizicas sdo relagdes simbioticas que se formam entre as raizes das
plantas e fungos do solo. Essa simbiose ¢ caracterizada pelo movimento bidirecional de
nutrientes, no qual fluem compostos organicos (carboidratos) para o fungo e nutrientes
minerais para a planta. Em solos pouco férteis, os nutrientes absorvidos pelos fungos
micorrizicos podem promover o crescimento e a produtividades dos vegetais. Como
resultado, plantas que se associam a esses fungos normalmente sdo mais competitivas e
mais aptas a tolerar estresses ambientais do que plantas ndo micorrizicas (Sylvia, 2005).

As raizes da maior parte das plantas de solo sdo micorrizicas, sendo que 83 % das
dicotiledoneas, 79 % das monocotiledoneas e todas as gimnospermas formam
associagdes com fungos micorrizicos (Wilcox, 1991). Essas associagdes variam
grandemente quanto a forma e a fungao (Sylvia, 2005), mas as associagdes do tipo
vesiculo-arbuscular sdo o tipo mais comum (Harley & Harley, 1987) e desempenham
papel vital para a sustentabilidade da agricultura em regides tropicais, com impacto na
estrutura de comunidades vegetais € no dreno de carbono atmosférico, possuindo grande
potencial biotecnoldgico (Berbara et al., 20006).

As micorrizas vesiculo-arbusculares caracterizam-se pela formacao de um haustério
extremamente ramificado, semelhante a pequenas arvores (arbusculos), no interior das
células do cortex radicular (endomicorrizas), mas sem penetrar a membrana plasmatica,
e pelo micélio que se prolifera no solo (hifa externa ou extrarradicular). Os arbusculos
sdo o principal sitio de troca de solutos entre o fungo e o hospedeiro, mas possuem vida
curta (inferior a 15 dias), podendo ser de dificil visualizacio em amostras coletadas
diretamente no campo.

As vesiculas sdo estruturas ricas em lipidios que normalmente se formam nos
espacos intercelulares cuja principal funcdo €, supostamente, de reserva. Entretanto,
nem todos os fungos endomicorrizicos formam vesiculas. Por isso, atualmente, a
literatura refere-se as micorrizas vesiculo-arbusculares simplesmente por arbusculares.
Os principais géneros de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo: Acaulospora,
Gigaspora, Sclerocystis e Glomus, sendo este o mais abundante (Lamont, 1982).

A inoculacdo de FMAs pode trazer varios beneficios para o processo de revegetagdo
de areas degradadas. Dentre eles, o mais reportado ¢ a melhoria do estado nutricional da
planta hospedeira pelo aumento da absor¢dao de nutrientes, especialmente os de baixa

mobilidade no solo, como Cu, P e Zn (Marschner, 1995). Esse efeito pode ser atribuido



9

ao aumento do volume do solo explorado pelas hifas extrarradiculares que, somado ao
seu pequeno diametro (1-12 um), permite a exploracdo de espagos fora do alcance da
raiz, além de alteracdes quimicas que os exsudados micorrizicos promovem na
rizosfera, solubilizando elementos minerais.

Adicionalmente, em relacdo ao fosforo, os FMAs podem armazenar o nutriente em
periodos de alta disponibilidade na forma de polifosfatos, fornecendo-o para a planta em
condi¢des de déficit (Berbara et al., 2006). Os FMAs também produzem fosfatases,
fazendo com que a planta hospedeira tenha acesso ao fosforo ligado a compostos
organicos (Tarafdar & Marschner, 1994). Plantas inoculadas com FMAs, portanto,
normalmente requerem menores quantidades de adubacdo fosfatada (Bagyaraj &
Sreelamulu, 1982; Medina et al, 1990), algo particularmente interessante para sistemas
de manejo pouco intensivo (Douds et al., 1993), como ¢ frequentemente o caso de
revegetacao de areas degradadas.

As hifas dos fungos micorrizicos arbusculares também podem interligar as raizes de
diferentes plantas dentro de uma comunidade, funcionando como ponte para a troca de
nutrientes entre elas (Newman, 1988). Isso ¢ de interesse especial para o processo de
revegetacdo de areas degradadas, visto que ha possibilidade de transferéncia de
nitrogénio de leguminosas fixadoras para plantas ndo fixadoras, quando cultivadas em
consorcio (Marschner, 1995; Cruz & Martins, 1997; Rodrigues et al., 2003). Em
leguminosas cultivadas em solos deficientes de fosforo, os FMAs promovem a
nodulagdo, a fixagdo de N, e o crescimento da planta hospedeira (Marschner, 1995),
como observado em sansdo-do-campo por Burtity et al. (2000), mostrando o potencial
da associagdo entre FMAs e bactérias fixadoras de nitrogénio.

Os fungos micorrizico arbusculares também melhoram, indiretamente, as relagdes
hidricas da planta e do solo (Marschner, 1995). Esse beneficio estd associado ao melhor
estado nutricional do hospedeiro e a mudangas na morfologia da raiz estimuladas pelos
FMAs (Marschner, 1995). Além disso, as hifas dos FMAs melhoram a agregacdo do
solo (Tisdall, 1994; Wright & Upadhyaya, 1998), aumentando sua capacidade de
retencao de agua.

A tolerancia das plantas a metais pesados também ¢ influenciada pelos FMAs
(Siqueira et al., 1999; Soares, 2004). Dentre os beneficios dos FMAs para as plantas, em
relacdo aos metais pesados, encontram-se: retengdo dos metais pela adsor¢do a parede
celular do micélio do fungo ou fixagdo em granulos de polifosfato (Galli et al., 1994);

restricdo da translocacdo para a parte aérea (Leyval et al., 1997); e minimizacdo dos
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efeitos fitotoxicos devido a melhoria do estado nutricional do hospedeiro (Leyval et al.,
1997; Christie et al., 2004). Gonzalez-Chavez et al. (2004) observaram que a glomalina,
uma glicoproteina hidrofobica produzida em grande quantidade pelos FMAs, também
pode contribuir para a remediacdo de solos contaminados, pois ¢ capaz de adsorver
metais pesados, reduzindo sua mobilidade no solo.

De fato, o carater ubiquo dos fungos micorrizicos e os beneficios proporcionados por
eles, ndo s6 para a planta hospedeira, mas para o solo e outros microrganismos, sao tao
importantes que, recentemente, foi proposto o termo “micorrizorremediacao”,
enaltecendo o papel das micorrizas nos processos de fitorremediacdo de solos
degradados (Khan, 2006).

Em geral, os FMAs também aumentam a tolerancia do hospedeiro ao arsénio, mas os
efeitos da micorriza na absor¢ao e translocagao de As podem diferir dos metais pesados
devido a competi¢ao entre o fosfato e o arsenato no solo e na planta e a influéncia dos
FMAs na absor¢do de P. Assim, diversas interagdes entre os fungos e o As podem
ocorrer, com reflexo no crescimento, na nutri¢do e no acumulo do metaloide pela planta
hospedeira (Trotta et al., 2006; Dong et al., 2008; Jankong & Visoottiviseth, 2008;
Arriagada et al., 2009; Liu et al., 2009).

2.3.1 Arsénio e FMASs

Propagulos vidveis de fungos micorrizicos arbusculares sdo encontrados em solos
contaminados por arsénio (Meharg et al., 1994; Meharg & Cairney, 2000; Leung et al.,
2005). Nao obstante, propagulos comerciais também sao utilizados satisfatoriamente em
experimentos envolvendo As e FMAs (Trotta et al., 2006; Jankong & Visoottiviseth,
2008), mostrando que os FMAs sdo, em geral, resistentes a exposi¢ao pouco prolongada
ao metaloide.

Em revisdo sobre a influéncia do arsénio nos FMAs, Smith et al. (2010) observaram
que os dados referentes a porcentagem de colonizacdo micorrizica de muitos
experimentos sdo controversos porque o maior ou menor crescimento das raizes (e ndo
das hifas) interfere nos resultados. Assim, muitos experimentos mostram aumento de
colonizagdo, enquanto outros resultam em decréscimo, nao necessariamente devido ao
efeito toxico do As nos fungos. Contudo, parece claro que o As, isoladamente, ndo
elimina a colonizacdo e que, portanto, os FMAs desempenham papel importante no

crescimento de plantas em solos contaminados pelo metaloide (Smith et al., 2010).
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A despeito da presenca de micorrizas, a absorcao direta (pelas raizes) de P e As ainda
ocorre. No caso do fosforo, acredita-se que a absorcdo direta do nutriente ndo seja
afetada pela presenca de FMAs (Smith et al., 2001), ocorrendo paralelamente a
absor¢ao pelas hifas (Marschner, 1995). A questao € se essa suposi¢cdo seria igualmente
valida para o As(V), devido a sua analogia com o fosfato.

Embora o transporte de P pelas hifas ndo esteja completamente esclarecido, ¢ bem
provavel que envolva o movimento de moléculas de polifosfato de sitios de absorgdo de
P para sitios de degradagdo dessas moléculas e posterior transferéncia para as células da
planta hospedeira (Ezawa et al., 2002). Smith et al. (2010) ressaltam que, caso exista
transporte de As(V) pelas hifas, ndo haveria formacao de poliarsenato devido a inerente
instabilidade desse composto, diferindo, portanto, do mecanismo de translocacao de P.

Com base em resultados de diversos estudos envolvendo As e FMAs, que mostram,
em geral, maior tolerancia ao arsénio e maior relacdo P/As nas plantas infectadas, Smith
et al. (2010) formularam algumas hipdteses para explicar esses efeitos: 1) a absor¢ao de
As pela via direta ndo ¢ influenciada pelos FMAs, mas a maior absor¢ao de P pela via
fingica, que ndo ocorre (ou ocorre muito pouco) para o As, resulta em maior relagdo
P/As; ou 2) a absor¢ao de As pela via direta ¢ reduzida na presenca de FMAs devido a
mudangas na expressdo de genes que resultariam em menor absorcdo de P e,
consequentemente, menor absor¢do de As pela via direta (assumindo que os
transportadores de P e As sejam os mesmos) sem, contudo, alterar a absor¢do pela via
fingica, ou resultariam em maior especificidade na absorcao de fosforo, excluindo o
arsénio. Os mesmos autores sugerem que o As(V) absorvido pelos fungos pode ser
retido nas hifas, ou até ser reduzido a As(IlI) e, entdo, expelido para a solucao do solo.

Recentemente, Liu et al. (2009), avaliaram os efeitos de micorriza arbuscular no
crescimento ¢ no acimulo de As por Pteris vittata. Em experimento com vasos
geminados, que incluia tratamentos onde porcdes diferentes do sistema radicular eram
inoculadas com Glomus mosseae, os pesquisadores verificaram que, quando o As ¢ a
micorriza encontravam-se no mesmo compartimento, a absor¢cdo de As foi maior,
indicando que, possivelmente, o fungo contribuiu diretamente para a absorcao do
elemento.

De fato, os efeitos dos FMAs na absorc¢ao de arsénio variam conforme as condic¢des
experimentais ¢ com as espécies de fungos e plantas utilizadas por causa da
complexidade envolvida nos mecanismos de controle da absor¢do e translocagao de As

(Liu et al., 2009; Zhao et al., 2009; Smith et al., 2010). E nitida a caréncia de estudos
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mais aprofundados a respeito dos mecanismos de tolerancia dos FMAs e dos vegetais ao
arsénio, bem como os de absorcdo e transporte do elemento pelas hifas e sua

distribuicdo pela planta hospedeira.

2.4 Fixacao bioldgica de nitrogénio

Fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € o processo de redugdo de N, atmosférico a
NH; realizado por organismos procariotos que possuem o complexo enzimatico da
nitrogenase, podendo ser resumido na seguinte equacao (Zuberer, 2005):

N, +8H' + 8¢ + 16 Mg-ATP — 2 NH; + H, + 16 Mg-ADP + 16 Pi

E considerado o segundo processo biologico mais importante do planeta, depois da
fotossintese, sendo a principal forma de transferéncia de nitrogénio para o solo e os
seres vivos (Galloway et al., 2004). Os microrganismos fixadores de nitrogénio podem
ser de vida livre ou estar associados as plantas, em diversos tipos de associagdes que
variam de acordo com a estrutura, espécie vegetal e microbiana, e localizacdo do
microrganismo. Nesta revisdo sera abordada somente a associacdo simbiodtica, mais
pertinente ao projeto em questdo. Para maiores informagdes sobre os outros tipos de
associagdes podem ser consultados os trabalhos de Moreira & Siqueira (2002), Zuberer
(2005) e Reis et al. (2006).

Assim como a simbiose com fungos micorrizicos, a associacdo simbidtica com
bactérias fixadoras de nitrogénio ¢ uma relacdo de dupla troca com beneficios para os
microrganismos ¢ a planta hospedeira. Este tipo de associacdo caracteriza-se pela
formagdo de uma estrutura na raiz, denominada nodulo, capaz de abrigar as bactérias
fixadoras, na qual as condi¢des para a fixagdo de nitrogénio e troca de substancias entre
o simbionte e o hospedeiro sdo otimizadas.

No mecanismo de infec¢do mais comum, inicialmente, a planta libera uma variedade
de compostos quimicos (isoflavonoides e flavonoides) das células radiculares para o
solo, que sdo responsaveis pelo reconhecimento do hospedeiro pela bactéria, permitem a
adesdo do procarioto a superficie dos pelos radiculares e estimulam a multiplicagcdo dos
microrganismos. Em  seguida, as  bactérias  secretam  fatores  nod
(lipoquitooligossacarideos), substancias que estimulam a divisdo de células radiculares
que as envolvem, formando os nddulos, verdadeiros “pacotes” de bactérias. Apds a
infeccdo da raiz pelas bactérias, os nodulos se tornam visiveis em, aproximadamente,

uma semana (Reis et al., 2006).
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Os nodulos podem ser de crescimento determinado, de formato circular classico,
comuns em soja ¢ feijdo, ou indeterminado, no qual o centro responséavel pela fixagdo
bioldgica muda conforme novos tecidos sdo formados, assemelhando-se a arbusculos,
sendo comumente encontrados em espécies arboreas, em especial da subfamilia
Mimosoideae (Faria et al., 1999; Reis et al., 2006). O local de infec¢do também pode
variar. Em trevo e feijdo, por exemplo, a penetracdo ocorre nos pelos radiculares com
formacao de tubos de infec¢do, enquanto em sesbania, a bactéria penetra o primordio
radicular de raizes adventicias, localizado no caule (Graham, 2005).

A associacdo simbiotica mais significativa € a que ocorre entre bactérias dos géneros
Rhizobium e Bradyrhizobium (denominadas simplificadamente de rizoébio) com
leguminosas. Nos nddulos, as bactérias encontram um ambiente com baixa pressdo de
O; (favorecendo a atividade da nitrogenase), estdo livres da competicdo com outros
organismos do solo e recebem, da planta, grande suprimento de carboidratos para suas
atividades. Em compensagdo, fornecem para a planta, todo NH; produzido em excesso.

A contribuigdo relativa da fixacdo bioldgica de nitrogénio para a nutricdo da
comunidade vegetal ¢ muito varidvel em funcdo das espécies de plantas e bactérias
envolvidas, bem como do tipo de solo e manejo (Franco & Balieiro, 1999; Schipanski et
al., 2010). Normalmente, a contribui¢do ¢ maior para os ecossistemas florestais € menor
para sistemas de cultivo muito intensivos, com grande aporte de fertilizantes minerais
(Zuberer, 2005).

Atualmente, a FBN ¢ vista como uma alternativa (ou suplemento) aos fertilizantes
nitrogenados. Somente para exemplificar, nos Estados Unidos, cerca de 50 a 60 % do N
utilizado na produgdo de soja ¢ proveniente de fixagdo bioldgica (Salvagiotti et al.,
2008), enquanto no Brasil a maior parte dos cultivos dessa leguminosa dispensa
completamente a adubag¢ao mineral nitrogenada (Cantarella, 2007). Isso representa nao
somente ganho financeiro, visto que o custo de producdo da cultura ¢ reduzido, mas
também ambiental, pois reduz-se a necessidade de fontes de N artificiais.

No contexto de revegetacdo de areas degradadas, a FBN assume grande importancia.
A elevada capacidade de fixagao de espécies arbdreas nativas, associadas ao seu ciclo de
vida relativamente longo, faz das leguminosas fixadoras de N uma excelente forma de
economia de insumos e enriquecimento do solo ou substrato com N, além de
favorecerem o processo de sucessdo vegetal e serem, normalmente, mais tolerantes a
ambientes degradados (Campello, 1998; Franco & Balieiro, 1999; Freitas et al., 2010;
Mendes Filho et al., 2010).
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2.4.1 Arsénio e rizobio

Microrganismos fixadores de nitrogénio podem ser encontrados em uma enorme
diversidade de ambientes, tanto em vida livre, como associados a plantas e fungos
(Zuberer et al., 2005), incluindo locais contaminados por arsénio (Macur et al., 2001;
Carrasco et al.,, 2005). Leguminosas espontaneas também sdo encontradas nesses
ambientes (Carrasco et al., 2005) o que tem despertado o interesse pelo uso de
leguminosas fixadoras de nitrogénio na fitorremediagao de solos contaminados por As.

Estudos mostram que o tempo de nodulagdo ¢ o niumero de nodulos sdo bastante
prejudicados na presenca de As mas, pelo menos em niveis de contaminagdo
moderados, a nodulacdo ¢ a FBN ainda ocorrem (Carrasco et al., 2005; Reichman,
2007; Pajuelo et al., 2008). Além disso, como observado para soja, por Reichman
(2007), apesar de reduzido, o crescimento da planta nodulada ainda pode ser maior do
que da planta sem rizobio.

Os efeitos negativos do As observados na nodulagdo normalmente se devem a
toxidez do elemento para a planta, ndo para o microrganismo, visto que eles sdo capazes
de reduzir grande parte do As(V) a As(Ill), expelindo-o para fora da célula (Yang et al.,
2005). As plantas, em compensagdo, tem o desenvolvimento radicular fortemente
prejudicado, reduzindo a possibilidade de infecg¢do (Pajuelo et al., 2008). Curiosamente,
0 As parece nao ter efeito direto sobre a atividade da nitrogenase (Carrasco et al., 2005),
ou seja, o numero de nodulos ¢ reduzido, mas eles continuam ativos (Pajuelo et al.,
2008).

A despeito da caréncia de estudos sobre as leguminosas arboreas noduladas
cultivadas em solos contaminados por arsénio, ndo se pode descartar o potencial dessas
espécies na fitorremediacao desses solos pois, além da fitoestabilizacdo, as leguminosas
arboreas ainda podem servir de fonte de N para outras plantas cultivadas em consorcio
ou rotagdo. Alguns autores sugerem ainda que os nodulos podem acumular grandes
quantidades de metais pesados (Sriprang et al., 2002; lke et al., 2007). Por fim, o
isolamento de estirpes de rizobio resistentes a As (Mandal et al., 2008; Pajuelo et al.,
2008) fortalece ainda mais a possibilidade de se utilizarem leguminosas na

fitorremediacao de solos contaminados por As.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacio do Departamento de
Microbiologia (DMB) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, entre
27 de junho e 27 de outubro de 2010. As diversas andlises foram realizadas nos
laboratorios de Associagcdes Micorrizicas (DMB), de Anatomia Vegetal (Departamento

de Biologia Vegetal) e de Fertilidade do Solo (Departamento de Solos), todos da UFV.

3.2 Preparo do substrato

O substrato consistiu de amostras destorroadas e peneiradas (2 mm) da camada
superficial (0-20 cm) de um Latossolo Vermelho distrofico da regido de Sete Lagoas,
MG (Tabela 1), misturadas com areia, na propor¢ao de trés partes de solo para uma
parte de areia (v/v). A mistura foi submetida a andlises fisicas e quimicas seguindo-se a
metodologia descrita pela Embrapa (1997) e a esterilizagdo através de duas
autoclavagens a 121 °C e 101,32 kPa (1,0 atm) por 90 min, com intervalo de 48 h entre
elas. Apos a esterilizacdo, 2,5 kg de substrato foram acondicionados em vasos de 3 L
forrados com sacos plasticos.

Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas do substrato antes da aplicagao de calcario, de
fosfato e dos tratamentos.

ﬁHé P K Ca® MgZ A H+Al SB. t T V m MO P-rem
2
1T 0 N — POI1 TS I 1 S — ---%---  dagkg' mgL
4,58 33 36 1,15 0,13 1,07 9,1 1,37 2,44 1043 13,1 43,4 4,16 27,4
Areia Areia fina Silte Argila Classe Densidade Equlvglente de
grossa textural aparente umidade
% kg dm” kg kg
34 6 5 56 Argilosa 1,14 0,209

Trinta e cinco dias antes do plantio foi feita calagem visando elevar a saturagdo por
bases a 50 % utilizando-se uma mistura de trés partes de CaCOj; para uma de MgCO;
(p/p). A partir desse momento até o plantio, o solo permaneceu incubado com
quantidade de agua desionizada correspondente a 80 % do equivalente de umidade

(EU).
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Quinze dias apds a calagem, foi feita a aplicacdo de cinco doses de arsénio (0, 50,
100, 200 e 400 mg dm™) fornecidas na forma de trioxido de arsénio (As,Os). Como o
As;03 ¢ solubilizado somente em meio basico, foi utilizada solu¢do de KOH para
dissolvé-lo. A escolha pelo KOH deve-se ao elevado consumo de luxo de K pelas
plantas, além de possuir efeito dispersante no solo bem inferior ao do NaOH. Para
garantir o fornecimento do As na forma de As(V), foi adicionado peroxido de
hidrogénio a solucdo de KOH.

Dessa forma, juntamente com o arsenato, foi fornecido K ao substrato em quantidade
varidvel com o tratamento. Assim, foi aplicada solucdo de KOH em quantidade
suficiente para nivelar a dose de potassio de todos os vasos com base no tratamento
referente a 400 mg kg As, que recebeu 0,92 g de K por vaso.

Nove dias antes do plantio foi aplicado 0,30 g kg™ de CaHPO, anidro (p.a.). Apos
esse periodo, o substrato passou por nova analise quimica (Tabela 2). Os teores de As
disponivel, avaliados pelo extrator Mehlich-3, foram de 0,00; 0,76; 3,63; 8,82 ¢ 29,65
mg dm™ nos solos que receberam 0, 50, 100, 200 e 400 mg kg'1 As, respectivamente.

Tabela 2. Propriedades quimicas do substrato apds aplicagdo de calcario, de fosfato ¢
dos tratamentos.

pH-

ho F K' Ca* Mg® APFf HtAl SB. t T V m MO P-rem
2

PTG 0 e — eIV 0T0) PTG 1) I —— —%-—- dagkg' mgL’
6,24 12,2 207 2,80 0,65 0,00 4,0 398 398 7,98 499 0,0 4,27 33,2

3.3 Preparo das sementes

As sementes de sansdo-do-campo (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) ndo receberam
tratamento para quebra de dorméncia e foram desinfestadas por imersdo em hipoclorito
de sodio 2,5 % por cinco minutos. Ja as sementes de acacia (Acacia mangium Willd.)
passaram por um tratamento para quebra de dorméncia através de imersdo em agua
fervente, deixando-se a dgua esfriar enquanto as sementes permaneciam em embebigdo
por 24 h. Todas as sementes foram lavadas em agua destilada antes da inoculacdo com
rizobio.

Os inoculantes de rizobio, especificos para as espécies utilizadas no experimento,
foram adquiridos juntos ao CNPAB/EMBRAPA, sendo a inoculacdo das sementes feita
feita por imersdo em solucdo agucarada contendo o inoculante, até que as sementes
ficassem envoltas por uma cada uniforme de inoculante, seguindo-se a recomendagao

do fornecedor.
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3.4 Preparo dos indéculos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS)

Amostras de solo coletadas de um fragmento de Mata Atlantica localizado no
campus da UFV passaram pelo processo de peneiramento Umido, seguido por
centrifugacdo e flutuacdo em sacarose a 40 % (Daniels & Skipper, 1982) para coleta de
esporos de FMAs. O material foi entdo coletado em placas de Petri canaletadas para
contagem direta de esporos, com auxilio de estereomicroscopio (Zeiss — 40x). Laminas
com amostras desses esporos foram enviadas a Fundacdo Universidade Regional de
Blumenau (FURB), Santa Catarina, para identificacao, sendo encontradas as seguintes
espécies: Glomus diaphanum, Acaulospora mellea, Acaulospora scrobiculata e outras
quatro espécies de Glomus e uma de Acaulospora indefinidas.

A inoculacdo dos vasos foi feita minutos antes do plantio através da pipetagem de 2
mL de uma solugdo de esporos e agua destilada contendo, aproximadamente, 200
esporos por mL, previamente desinfestada com hipoclorito de sodio 2,5 % por dois
minutos, sobre sulcos de 1 cm de profundidade abertos no substrato.

Acreditando-se ndo ter sido efetiva a primeira inoculagdo (com base nos resultados
obtidos na primeira avaliagdo de coloniza¢do) uma nova foi feita ao 90° dia de cultivo,
aplicando-se 2 mL de nova solug¢ao de esporos por vaso, extraidos da mesma localidade
da aplicagdo anterior. Neste caso, a pipetagem foi feita em covetas abertas proximas as
raizes das plantas, sendo a solugdo de esporos desinfestada utilizando-se outro
procedimento.

Inicialmente, os esporos passaram por trés imersdes em solucdo de estreptomicina
100 mg L de 10 min cada. Entre cada imersdo, os esporos eram enxaguados com agua
destilada. Em seguida, os esporos permaneceram por 5 min imersos em solucdo de
cloramina 1 %, sendo novamente enxaguados com agua destilada, completando a
desinfestagdo. Tanto este procedimento, quanto o anterior sdo utilizados rotineiramente

pelo Laboratdrio de Associacdes Micorrizicas da UFV.

3.5 Conducéo do experimento

Dez sementes foram distribuidas em cada vaso, sendo mantidas duas plantas por vaso
trinta dias apos a emergéncia das plantulas, procurando-se escolher as que apresentaram
melhor crescimento. As mudas foram irrigadas diariamente com agua desionizada de
forma a manter o solo com umidade correspondente a 80 % do EU. A Tabela 3 mostra a

identificacdo de cada tratamento com base na inocula¢do com rizébio ¢ micorriza.
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Tabela 3. Identificagdo dos tratamentos com base na inoculagdo com rizobio e fungos
micorrizicos arbusculares.

Tratamento* Inoculag¢do com rizébio Inoculagdo com FMA

SMR Nao Nao
MIC Nao Sim
RIZ Sim Nao
MICxRIZ Sim Sim

*Cada tratamento listado foi repetido para cada combinagdo de espécie de planta
e dose de As, totalizando 40 tratamentos (4 x 2 X 5).

A adubagédo de cobertura foi feita a partir do 30° dia de cultivo pela aplicagdo de 3
mL de solu¢do de Hoagland quinzenalmente em cada vaso, excluindo-se o N dos
tratamentos inoculados com rizobio € o P e o K de todos os tratamentos. Ao longo do
terceiro més de plantio, foram feitas trés aplicagdes de 3 mL de solugdo 1 mol L™ de
NaH,POy, para complementar a adubacao fosfatada.

No terceiro més de plantio, foi feita uma avaliacdo preliminar para verificar a
nodulagdo e a colonizacdo micorrizica das plantas. A avaliacdo consistiu na coleta dos
tratamentos com rizobio e sem FMA (RIZ), sem rizobio e com FMA (MIC) e com
rizobio e com FMA (MICxRIZ) do bloco 1 do experimento, totalizando 30 vasos.

Como nao foram encontrados indicios de nodulagdo nem de coloniza¢do micorrizica,
os vasos correspondentes ao tratamento RIZ foram descartados, enquanto o tratamento
MICxRIZ foi coletado para as analises de anatomia radicular. O tratamento sem rizobio
e sem FMA (SMR) e o tratamento MIC foram mantidos até o término do periodo
experimental. Sintomas visiveis de toxidez foram fotografados e descritos.

Ao 120° dia de exposi¢do ao As as plantas foram coletadas inteiras e fotografadas.
Apos as medigdes de comprimento de raiz e de parte aérea foram separadas em raiz (R)
e parte aérea (PA), lavadas em agua de torneira e enxaguadas em agua desionizada,
evitando-se danos as raizes finas. Antes do enxague, as raizes permaneceram de molho
por um minuto em solucio de 0,1 mol L' de HCI para remoc¢io do As aderido
superficialmente as raizes. As amostras foram, entdo, postas para secar em estufa de

circulagdo forgada de ar a 60-70 °C até peso constante.

3.6 Delineamento experimental

O experimento foi montado, inicialmente, em esquema fatorial completo 2 x 2 x 2 x
5, sendo duas espécies vegetais (Mimosa caesalpiniaefolia e Acacia mangium), quatro

tratamentos microbioldgicos (sem inoculagdo, inoculacdo com rizobio, inoculacdo com
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FMAs, e inoculagdo com rizobio e FMAs) e cinco doses de As (0, 50, 100, 200 ¢ 400
mg dm™), utilizando-se um delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes. Devido ao descarte do tratamento RIZ as andlises estatisticas foram feitas

considerando-se um fatorial 2 x 2 x 5.

3.7 Avaliagdes

3.7.1 Crescimento

Foram medidos os comprimentos de raiz (CR) e parte aérea (CPA) de cada planta,
além da matéria seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSPA) sendo pesadas,
simultaneamente, as duas plantas de cada vaso. A relagdo R/PA foi calculada com base
na producdo de matéria seca. Para possibilitar a comparagdo entre espécies, as
avaliacdes foram feitas com base no crescimento relativo ao tratamento controle (sem
As) de cada uma:

Valor davariavel obtido com um tratamernto qualguer

Valor relative(% )= » 100

Valor davariavel obtido no fratamerito sem As corvespondente

3.7.2 Colonizagdo micorrizica

Aproximadamente a metade das raizes de cada planta dos tratamentos MIC e
MICxRIZ foi coletada para avaliagao da colonizagdo micorrizica, sendo a outra metade
reservada para pesagem e andlise de tecido. Essa coleta foi feita aleatoriamente ao longo
de toda a raiz. As amostras foram clarificadas com KOH 1,78 mol L' em banho-maria a
90 °C e coradas com azul de tripano (Phillips & Hayman, 1970) para contagem dos
segmentos colonizados em lupa, empregando-se o método de intersecdo em placa

quadriculada (Giovannetti & Mosse, 1980).

3.7.3 Anatomia radicular

Fragmentos obtidos de cortes transversais de segmentos apicais e intermediarios de
raiz foram coletados para andlise em microscopia de luz. Logo apds a coleta, os
fragmentos foram fixados em glutaraldeido 0,25 mol L' e paraformaldeido 1,33 mol L™
em tampdo calcodilato de sédio (pH 7,2) acrescido de cloreto de calcio 5 mmol L™
(Karnovsky, 1965). Posteriormente, procedeu-se a inclusdo em metacrilato (Historesin)
ap6s desidratacdo das amostras em série alcodlica crescente. Utilizando-se um

micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.),
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foram obtidos cortes transversais e longitudinais com 3 um de espessura, os quais foram
corados em azul de Toluidina a pH 4,0 (O'Brian e McCully, 1981) e montados em meio

Permount.

3.7.4 Indice SPAD

Para a determinagao do indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) foi utilizado
o medidor de clorofila portatil SPAD-502Plus (Konica Minolta) utilizando-se a segunda
folha mais jovem completamente expandida de cada planta (terceiro nd). Nas plantas de
Acacia mangium, o indice corresponde a média de trés medigdes feitas ao longo de cada
folha. Nas plantas de Mimosa caesalpiniaefolia, o indice refere-se a média dos dois

foliolos terminais.

3.7.5 Trocas gasosas

As trocas gasosas das plantas de Acacia mangium foram avaliadas para registro da
taxa fotossintética liquida (A), da taxa transpiratoria (E), da condutancia estomatica (gs),
da relagdo entre a concentragdo interna e a concentra¢do externa de CO, (Ci/Ca) ¢ a
eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE; A/E), utilizando-se um medidor portatil de
fotossintese LCpro+ (ADC BioScientific Ltda.). As medi¢des foram feitas na folha mais
jovem completamente expandida de cada planta (segundo no) dos tratamentos com 0,
50 ¢ 100 mg kg™ As, entre 8:20 ¢ 10:30 h, uma semana antes da coleta do experimento.

Os tratamentos de A. mangium com 200 e¢ 400 mg dm™ As e os tratamentos com
Mimosa caesalpiniaefolia nao foram avaliados devido ao tamanho das folhas e foliolos
estarem abaixo do limite permitido para se obterem medigdes confidveis com a cdmara

de infravermelho acoplada ao medidor de fotossintese.

3.7.6 Anédlise quimica de tecido vegetal

A determinacdo da concentracdo de As, P e S nas plantas foi feita a partir de amostras
de material seco, finamente triturado, submetidas a digestdo nitro-perclorica 3:1
(Tedesco et al., 1995). A quantificacdo dos teores dos elementos nos extratos foi
realizada por espectrometria de emissdo atdmica, com plasma induzido em argonio
(ICP-OES). A avaliacdo do P e do S justifica-se pela relacdo entre os teores desses
nutrientes e a resposta das plantas a toxidez por As.

Os conteudos dos elementos nas raizes, na parte aérea e total foram calculados com

base nos teores e na producao de matéria seca. Os indices de translocag¢do dos nutrientes
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e do arsénio foram calculados em relagdo a quantidade acumulada, de acordo com a

seguinte formula (Abichequer & Bohnen, 1998):

IT (%)= Conteldo do elemento na parte aérea x 100
? Conteldo doelementona planta

3.8 Andlise dos dados

A normalidade e a homoscedasticidade dos dados foram verificadas pelos testes de
Ryan-Joiner ¢ Barlett, respectivamente, a 1 % de significancia. Para se corrigirem
eventuais desvios de normalidade ou heteroscedasticidade foram aplicadas as
transformagoes de Box-Cox e, alternativamente, a de Johnson, nos casos em que a
primeira transformacao foi ineficaz. Posteriormente, foi feita analise de variancia, a 5 %
de significancia, para verificar o efeito dos tratamentos.

Para observar o comportamento das variaveis em funcao da dose de As foi feita
analise de regressao, ajustando-se os modelos linear, quadratico e raiz-quadratico. Para
cada variavel, foi escolhido o modelo com coeficiente de determinagdo maior ou igual a
0,75 e menor numero de pardmetros significativos. Todas as analises estatiticas foram

processadas com auxilio dos softwares Sisvar e Minitab 16.
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4. RESULTADOS

4.1 Colonizagdo micorrizica

A colonizagdo micorrizica foi pouco eficaz, sendo verificada muito baixa
colonizagdo na Acacia mangium e, aparentemente, nenhuma coloniza¢do na Mimosa
caesalpiniaefolia. Somente em seis vasos do tratamento MIC foi possivel realizar a
avaliagdo. A taxa de colonizagcdo média entre esses vasos foi de 1,98 %, sendo 8,45 % o
valor maximo observado.

A causa mais provavel da ocorréncia de baixa taxa de colonizagdo micorrizica foi o
baixo crescimento dos fungos e das plantas, dadas as condi¢des climaticas do periodo
experimental. Tendo sido plantadas no inverno, as plantas apresentaram crescimento
lento. Da mesma forma, os fungos e a colonizacdo devem ter se desenvolvido muito
tardiamente. Assim, as estruturas fingicas dificilmente seriam vistas pelo método de
contagem adotado.

Nao obstante, hifas de FMAs foram observadas durante a avaliacdo da colonizagao
em mais de seis vasos, com diferentes doses de As, sem, contudo, estarem aderidas as
raizes. Portanto, ndo foram contabilizadas. Além disso, embora a analise estatistica nao
tenha mostrado efeito significativo da inoculagio com FMAs no crescimento das
plantas, a excecdo do comprimento da parte aérea (Secdo 4.4), em diversas variaveis os
efeitos puderam ser observados (Se¢des 4.5, 4.5 ¢ 4.8).

O cefeito siginificativo da micorriza em algumas variaveis (especialmente as
relacionadas a absor¢ao de nutrientes e As), a despeito da baixa taxa de colonizacao
observada, ¢ perfeitamente plausivel, pois a simples ocorréncia da colonizagdo ¢
suficiente para desencadear alteracdes na expressdo de genes nas plantas, afetando
significativamente a absorcdo de P e As (Smith et al., 2010). Contudo, efeitos no
crescimento somente poderiam ser observados com a prolongacao do tempo de cultivo.
Dessa forma, € pertinete que os efeitos dos FMAs sejam considerados na exposicao e

discussdo dos resultados deste experimento.

4.2 Sintomas visiveis de toxidez

O principal sintoma da toxidez de As foi a redugdo do crescimento,
independentemente da espécie ou da presenca de micorriza (Figura 1). Foi possivel

observar redugdo no comprimento das plantas, tanto de raiz quanto de parte aérea, e na
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quantidade de folhas. A emissdo de raizes laterais também foi prejudicada, sendo que,

na dose mais alta de As, praticamente ndo se encontraram raizes laterais.

200

A Mimosa caesalpinigefolia com micorriza
0 50 100 200

tr

C Acacia mangim com micorriza

400

0 -8,

)

A

200 400

B Mimosa caesalpiniaefolia sem micorriza

100 200 400

(
{

L
D Acacia manginm sem micorriza

Figura 1. Aspecto geral das plantas ao 120° dia de cultivo. Os nimeros correspondem

as doses de As (mg kg™).

Além da severa reducao de crescimento, ja ao final do primeiro més de cultivo, foi

observada clorose no primeiro par de folhas das plantas de Mimosa caesalpiniaefolia

submetidas a maior dose de As. A clorose foi bastante similar a observada em casos de

deficiéncia de Fe, na qual o limbo adquire coloracdo esbranquicada enquanto as

nervuras permanecem verdes (Figura 2).



Figura 2. Aspecto de plantas de Mimosa caesalpiniaefolia com seis semanas de cultivo.
A: Planta submetida a 0 mg kg As. B: Planta submetida a 400 mg kg™ As.

Somente uma das plantas submetidas a dose mais alta de As morreu antes da coleta,
sendo uma planta de M. caesalpiniaefolia. As folhas clordticas das plantas
sobreviventes secaram e cairam ao longo do segundo més de cultivo, dando lugar a
folhas aparentemente normais ao final do terceiro més. Mesmo assim, elas ndo
conseguiram acompanhar o ritmo de crescimento das plantas submetidas a doses
menores de As. Nao foi observada clorose nem queda precoce de folhas nas plantas de

Acacia mangium.

4.3 Anatomia radicular

A anatomia radicular de ambas as espécies foi afetada pela aplicacdo de As no
substrato, especialmente na maior dose, indo além da reducao de raizes laterais, com o
mencionado anteriormente. Cortes longitudinais de apices radiculares de Acacia
mangium (Figura 3A e B) revelam alteragdes na coifa, que ficou mais espessa na
presenga do As. Além disso, houve maior acumulo de compostos fendlicos,
caracterizado pelo aumento do niimero de células com preenchimento azul claro. Pode-

se observar também maior secrecao de mucilagem sob toxidez de As (Figura 3B).



25

Células com acimulo
Mucilagem de compostos fenolicos

Figura 3. Cortes longitudinais de apices radiculares. A: Acacia mangium, 0 mg kg™ As.
B: A. mangium, 400 mg kg As. C: Mimosa caesalpiniaefolia, 0 mg kg™ As. D: M.
caesalpiniaefolia, 400 mg kg™ As. Barras = 1 pm.

As alteragdes nos apices radiculares de Mimosa caesalpiniaefolia foram mais
expressivas (Figura 3C e D). Na maior dose de As, houve paralisacdo do crescimento
dos brotos laterais, ficando curtos e espessos, com a coifa reduzida (Figura 3D).
Aparentemente, também houve acimulo de compostos fenolicos sob toxidez de As,
especialmente na regido onde a coifa se separou do meristema (Figura 3D).

De maneira geral, o formato das raizes foi bastante alterado na presenga de As, que
adquiriu aspecto “ondulado”. Tanto que impossibilitou a obtencdo de cortes
longitudinais ndo obliquos de fragmentos coletados das regides de alongamento e de
maturagdo da raiz. Mesmo assim, foi possivel observar acimulo de compostos fendlicos

e maior secre¢do de mucilagem nessas regides, na maior dose de As (Figura 4).
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Células com acimulo de
compostos fenolicos

= s -_ " 5 .'t

Figura 4. Cortes lbngimdinais de raizes de Mimosa caesalpiniaefolia submetida a 400
mg kg™ As. Barras = 1 pm.

A deformagdo das raizes também impossibilitou a obtengdo de cortes integros de
fragmentos coletados na zona de ramificacdo das raizes. Contudo, na Figura 5, ¢
possivel observar como os primordios das raizes laterais sdo deformados pela toxidez de
As quando alcangcam o exterior da raiz principal, fazendo com que se curvem ao invés

de se alongarem normalmente.

'lu_‘_‘ -

_‘_\1—:“' ﬂ g.: n"'-_

f ..'-" r' ..

Primbrdio de

"raiz lateral :
Figura 5. Corte longitudinal de um fragmento de
raiz de Mimosa caesalpiniaefolia mostrando um
primérdio de raiz lateral crescendo em angulo
aproximadamente reto devido a toxidez de As. Barra
=1 pm.

Os cortes transversais de fragmentos da zona de alongamento das raizes
evidenciaram, além da reducdo do crescimento das raizes, acimulo de compostos

fenolicos em células do parénquima cortical da acacia (Figura 6A e B). Na M.

caesalpiniaefolia, um sintoma digno de nota foi a alterag¢do na distribui¢do dos
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elementos de vaso em comparagdo com a raiz sadia. Além disso, houve formacdo de

elementos de vaso secundarios onde, na dose zero de As, ndo havia (Figura 6C e D).

R 'y R | 1 E,
= - ¥ - T

Figura 6. Cortes transversais de raizes. A: Acacia mangium, 0 mg kg
mangium, 400 mg kg’ As. C: Mimosa caesalpiniaefolia, 0 mg kg’ As. D: M.
caesalpiniaefolia, 400 mg kg As. Barras = 1 pm.

4.4 Crescimento

O As teve efeito altamente significativo (p<0,01) sobre todas as variaveis de
crescimento analisadas (Tabela 4). Em todos os casos, a tendéncia foi de reducdo do
crescimento com o aumento da dose de As (Figuras 7 ¢ 8). Mesmo a menor dose foi
suficiente para reduzir a matéria seca total (MST) da Acacia mangium em 20 % ¢ a da
Mimosa caesalpiniaefolia em 30 %. Na maior dose, a diminui¢ao na MST passou de 90
% para a A. mangium ¢ de 80 % para a M. caesalpiniaefolia, sendo significativa

(p<0,05) essa diferenca entre as espécies.
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Tabela 4. Valores de F para comprimento relativo de raiz (CRR), de parte aérea
(CPAR) e total (CTR), matéria seca relativa de raiz (MSRR), de parte aérea (MSPAR) e
total (MSTR) e relagdo raiz/parte aérea (RRPA). * e **: significativoa 5 e a 1 % pelo

teste F, respectivamente.

FV CRR CPAR CTR MSRR MSPAR MSTR RRPA
Pr>Fc
Bloco 0,739  0,039* 0,515 0,010* 0,006*%* 0,005** 0,032*
Esp 0,124 0,167 0,527 0,152 0,117  0,012* 0,000**
Mic 0,325 0,083 0,795 0,205 0812 0,882 0424
As 0,000** 0,000** 0,000%* 0,000** 0,000*%* 0,000%* 0,000**
Esp x Mic 0,061 0,014* 0,060 0,183 0,289 0,089 0,597
Esp x As 0,280 0,727 0,610 0,249 0,148 0,186 0,068
Mic x As 0,483 0,549 0,498 0,515 0,702 0,224 0,211

EspxMicxAs 0,878 0,411 0,899 0,700 0,985 0,741 0,851

CV (%) 20,25 20,72 19,16 51,74 45,81 45,46 35,48
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Figura 7. Comprimento de parte aérea (CPA), de raiz (CR) e total (CT) de Acacia
mangium e Mimosa caesalpiniaefolia em fungdo da dose de As (média de duas plantas).
MIC: com micorriza. SMR: sem micorriza.
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Figura 8. Matéria seca de parte aérea (MSPA), de raiz (MSR) e total (MST) de Acacia
mangium ¢ Mimosa caesalpiniaefolia em fung¢do da dose de As (média de duas plantas).
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O efeito da micorriza foi observado somente no comprimento da parte aérea (CPA)
da A. mangium (Figura 7A). Na auséncia de micorriza, o melhor modelo para o
comportamento da CPA foi o raiz-quadratico, enquanto, na presenca de micorriza, o
melhor modelo foi o linear simples. Esse efeito, contudo, ndo foi suficiente para alterar
significativamente a matéria seca da parte aérea (Figura 8A).

A relacdo raiz/parte aérea (RRPA) foi a tnica varidvel de crescimento que aumentou
com as doses de As (Figura 9). De fato, a RRPA praticamente quadruplicou da dose zero
para a dose de 400 mg kg As, para ambas as espécies. Neste caso, houve diferenca
altamente significativa (p<0,01) entre as espécies, sendo que a RRPA da M.

caesalpiniaefolia foi superior a da A. mangium em todos os tratamentos.

Acacia mangium Mimosa caesalpiniaefolia
B
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-3 1.6
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Figura 9. Relagdo raiz/parte aérea (RRPA) de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fungdo da dose de As (média de duas plantas).

4.5 Indice SPAD

O indice de SPAD diferiu significativamente entre as espécies (p<0,01) e foi
influenciado pelas doses de As na presenca de micorriza (p<0,05; Tabela 5). Os valores
de Acacia mangium, de maneira geral, foram bem superiores aos de Mimosa
caesalpiniaefolia (Figura 10). Na auséncia de micorriza, o indice SPAD médio foi de
40,6 para a acacia e 25,9 para o sansdo-do-campo. Contudo, nos tratamentos com
micorriza, o indice SPAD diminuiu linearmente com o aumento da dose de arsénio,

apresentando reducio superior a 50 % na dose de 400 mg kg™ (Figura 10).
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Tabela 5. Significancia dos tratamentos para o indice SPAD. * e **: significativoa 5 e a
1 % pelo teste F, respectivamente.

FV  Bloco Esp Mic As Espx Espx Micx Espx Cv
Mic As As MicxAs (%)

Pr>Fc 0,040* 0,000** 0,057 0,016* 0,733 0,812 0,011* 0,998 20,41

Acacia mangium Mimosa caesalpiniaefolia
A B
60 - 35
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Figura 10. Indice SPAD de Acacia mangium e Mimosa caesalpiniaefolia, para os
tratamentos com (MIC) e sem micorriza (SMR), em funcao da dose de As.

4.6 Trocas gasosas

Trés das cinco variaveis associadas as trocas gasosas de Acacia mangium foram
significativamente afetadas pelo As (p<0,01; Tabela 6). A relagdo CO, interno/externo
(Ci/Ca) aumentou em com as doses de As, com variagdo de mais de 70 %, comparando-
se a dose 0 com a dose de 100 mg kg™ (Figura 11). Ja a eficiéncia instantinea do uso da
agua (WUE) e a taxa fotossintética (A) cairam mais de 30 % nas plantas submetidas a
dose de 100 mg kg de As. O efeito do As, contudo, nio se refletiu em alteracdes na
condutancia estomatica (gs) e na taxa transpiratéria (E), cujas médias foram de 0,26 mol

H,O m2s'e 4,24 mmol H,O m> s'l, respectivamente.
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Tabela 6. Significancia dos tratamentos para as variaveis de trocas gasosas. Ci/Ca:
relagdo gas carbonico interno/externo. E: taxa transpiratoria. gs: condutancia estomatica.
A: taxa fotossintética. WUE: eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E). * e **:
significativo a 5 e a 1 % pelo teste F, respectivamente.

FV Ci/Ca E gs A WUE
Pr>Fc
Bloco 0,238  0,012* 0,002** 0,867  0,009**
Mic 0,704 0,558 0,870 0,954 0,962
As 0,001** 0,116 0,171  0,000*%* 0,001**
Mic xAs 0,790 0,381 0,973 0,995 0,953

CV (%) 2499 13,22 19,12 13,84 13,01
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Figura 11. Relagdo carbono interno/externo (Ci/Ca), eficiéncia instantanea do uso da
agua (WUE), taxa transpiratéria (E), condutancia estomdtica (gS) e taxa fotossintética
(A) de Acacia mangium em fungdo da dose de As.
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4.7 Absorgao de As

Houve variagdo (p<0,01) na absor¢ao e no acimulo de As pelas plantas de ambas as
espécies com a dose de As aplicada (Tabela 7). Embora os teores de As na parte aérea
(AsPA) e na raiz (AsR) de ambas as espécies tenham aumentado com a dose de As
(Figura 12), isso ndo resultou, necessariamente, em maior conteido ou translocagao de
As (Figuras 13 e 14). Nao houve diferenga estatistica entre os teores de As na parte
acrea de Acacia mangium ¢ Mimosa caesalpiniaefolia (Tabela 9), contudo, o AsR da A.
mangium foi superior ao da M. caesalpiniaefolia (Figura 13C e D). Em questdo de
conteudo, de maneira geral, a A. mangium superou a M. caesalpiniaefolia, com

variagdes em fun¢do da micorrizagdo e da dose de As (Figura 14).

Tabela 7. Significancia dos tratamentos para os teores de As na raiz (AsR) e na parte
aérea (AsPA), para o conteudo de As na raiz (CAsR), na parte aérea (CAsPA) e total
(CAsT), e para o indice de translocagcdo de As (ITAs). * e **: significativoaSea 1 %
pelo teste F, respectivamente.

FV AsR AsPA  CAsR CAsPA CAsT ITAs
Pr>Fc
Bloco 0,832 0,408 0,095 0,006%* 0,074 0,097
Esp 0,000** 0,617  0,014* 0,120 0,008** 0,457
Mic 0,000** 0,643  0,001** 0,584 0,002%* 0,002**
As 0,000** 0,000** 0,000*%* 0,000*%* 0,000** 0,053
Esp x Mic 0,004** 0,262 0,306 0,485 0,248 0,741
Esp x As 0,003** 0,020* 0,005** 0,013*  0,001** 0,219
Mic x As 0,000** 0,029* 0,003** 0,482 0,014* 0,918

EspxMicxAs 0,234 0,513 0,732 0,443 0,733 0,615

CV (%) 29,39 39,69 55,66 72,57 57,15 108,02
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Figura 12. Teor de As na parte aérea (AsPA) e na raiz (AsR) de Acacia mangium e
Mimosa caesalpiniaefolia em fung¢do da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: sem
micorriza.



Acacia mangium

= 16+ Parte acrea A
z
g 14 x
&0 124
= 104
< 8-
2 4 ACACTA; CAsPA =464
'
=
s N x
) I x
B |
£
o 0 T T T 1
] 100 200 300 400
_ Raiz C
- 6|}_
: n .
= . b EME: Bem ajuste
= 304 o
=0 | | - ;
2 w1,
< 30-
< 5 . MIC: CAR = 18,05
= - 8
3 10- ¢
£
] 0 T T T 1
0 100 200 300 400
Total F
= 705
= n
= 60
- . SMR: CAsT = 41,08
b]: -
E 504 - ™
. W4 ® — — — —
i )
2 30+ WIC: CAsT = 23,56
= 207 .
-\.g *
10—
E s
e I} I | | | 1
0 100 200 300 400
Dose de As (mg kg?)

+ Com micorriza - Sem micorriza

37

Mimosa caesalpiniaefolia

Parte aérea B
4.0+ .
b 4
3.3 '
3.0+ x
254 %
204
l:j 4 ‘X .
1.0 N .
SAMNEAD: E=m ajuste
0.3
0.0 ¥ ! ! ! !
0 100 200 300 400
Raiz D
30
43+ = g
40 L
33
. SME: CAsR =-0431 +
30+ o/ 0,284737 As - 0000462 As*2
25 4 R:=0,93
20 5 /
- [ I ™
15 .
d / ¢
37 * MIC: 32m ajusts
D#/ T T T 1
0 100 200 300 400
Total F
30
45 4 - — =
40 - -~
35 * SMR: CAsT = 0,567 -
30 - 0308735 A=+ 0000435 A2
s _ Fi=10,93
20 4 ] ’X. ™
54 .
10 ’f ] ]
5 * MIC: Sam ajuste
I}-{ T T T 1
0 100 200 300 400
Dose de As (mg ke)
* (Geral

Figura 13. Conteudo de As na parte aérea (CAsPA), na raiz (CAsR) e total (CAsT) de
Acacia mangium ¢ Mimosa caesalpiniaefolia em fungdo da dose de As. MIC: com
micorriza. SMR: sem micorriza.
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Figura 14. Indice de translocagio de As de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fungao da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: sem micorriza.

O efeito da micorriza na absor¢ao ¢ no acimulo de As somente nao foi observado no
teor de As da parte aérea da A. mangium (Figura 12A) e no contetido de As na parte
aérea de ambas as espécies (Figura 13A e B). Considerando-se as outras varidveis, de
maneira geral, a micorrizagdo contribuiu para a redugdo dos teores e contetidos de As e

para o aumento do indice de translocacdo de As (Figura 14).

4.8 AbsorcdodePe S

As doses de As influenciaram diversas variaveis de absor¢do ¢ acumulo de P ¢ S
(Tabelas 8 e 9). De fato, somente o teor de enxofre na parte aérea (SPA) de ambas as
espécies, o teor de P nas raizes (PR) de Mimosa caesalpiniaefolia sem micorriza (SMR)
e o conteudo de S nas raizes (CSR) de M. caesalpiniaefolia sem micorriza nao

apresentaram variagdes significativas com o aumento da dose de As.
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Tabela 8. Significancia dos tratamentos para os teores de P e S na raiz (PR e SR) e na
parte aérea (PPA e SPA). * e **: significativo a 5 e a 1 % pelo teste F, respectivamente.

FV

Bloco

Esp
Mic
As

Esp x Mic
Esp x As

Mic

X As

Esp x Mic x As 0,949

CV (%)

PR SR PPA SPA
Pr>Fc
0,286 0,342 0,335 0,452
0,983  0,000%** 0,051 0,000%*
0,000** 0,000%** 0,013* 0,375
0,000** 0,000%** 0,000%* 0,525
0,264  0,037* 0,217 0,381
0,004** 0,468 0,009** 0,149
0,032* 0,152 0,185 0,994
0,459 0,465 0,731
15,97 13,71 20,20 13,67

Tabela 9. Significancia dos tratamentos para o contetdo de P e S na raiz (CPR e CSR),
na parte aérea (CPPA e CSPA), total (CPT e CST) e para os indices de translocacdo de P

e S (ITP e ITS). * e **: significativo a 5 e a 1 % pelo teste F, respectivamente.

FV

Bloco
Esp

Mic

As

Esp x Mic
Esp x As
Mic x As

Esp x Mic
X As

CV (%)

CPR CSR CPPA CSPA CPT CST ITP ITS
Pr>Fc
0,064 0,325 0,001** 0,000** 0,001** 0,007** 0,033* 0,108
0,072 0,513 0,124  0,000** 0,301  0,023* 0,000** 0,000**
0,443 0,491 0,599 0,597 0,831 0,734  0,000** 0,005%**
0,000** 0,000*%* 0,000** 0,000** 0,000** 0,000%* 0,000** 0,000**
0,498 0,888 0,969 0,817 0,744 0,994 0,013* 0,953
0,066  0,034* 0,004** 0,083  0,002** 0,074 0,176 0,184
0,014* 0,014* 0,022* 0,033* 0,015* 0,012* 0,901 0,091
0,457 0428 0450 0,557 0,527 0,561 0,099 0,629
52,82 48,89 51,64 5445 36,85 53,26 12,22 11,24
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De todas as variaveis influenciadas pela dose de As, somente os teores de S na raiz

apresentaram tendéncia de aumento a medida que se elevaram as doses de As (Figuras

15 a 20). De maneira geral, os trés modelos testados foram suficientes para descrever

satisfatoriamente o comportamento das variaveis em fungao da dose de As, a excecdo do

CSR de M. caesalpiniaefolia inoculada com micorriza (Figura 18D).
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Figura 15. Teor de P na parte aérea (PPA) e na raiz (PR) de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fun¢ao da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: Sem micorriza.
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Figura 16. Teor de S na parte aérea (SPA) e na raiz (SR) de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fungio da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: sem micorriza.
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Figura 17. Conteudo de P na parte aérea (CPPA), na raiz (CPR) e total (CPT) de Acacia
mangium e Mimosa caesalpiniaefolia em fungdo da dose de As. MIC: com micorriza.
SMR: sem micorriza.
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Figura 18. Conteudo de S na parte aérea (CSPA), na raiz (CSR) e total (CST) de Acacia
mangium e Mimosa caesalpiniaefolia em funcdo da dose de As. MIC: com micorriza.
SMR: sem micorriza.
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Figura 19. Indice de translocacio de P (ITP) de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fungido da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: sem micorriza.
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Figura 20. Indice de translocagio de S (ITS) de Acacia mangium e Mimosa
caesalpiniaefolia em fungdo da dose de As. MIC: com micorriza. SMR: sem micorriza.
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O efeito da micorrizagdo também foi observado na absor¢ao e acimulo de P e S. Na
Acacia mangium sob micorrizagdo os teores de P na parte aérea (PPA) e o contetido de P
e S na parte aérea e total foram, em geral, superiores aos do tratamento SMR (Figuras
15, 17 e 18). Contudo, os teores de S e P nas raizes do tratamento SMR foram, em
média, inferiores aos do tratamento com micorriza (MIC; Figuras 15C e 16C). Isso se
refletiu no aumento dos indices de translocagdo de P (ITP) e S (ITS) no tratamento
MIC, em comparagdo ao SMR (Figuras 19A e 20A).

Com relagdo a M. caesalpiniaefolia, os efeitos da micorrizagdo foram observados nos
teores de P e S das raizes (Figuras 15D e 16D) e no conteudo de S das raizes (Figura
18D). De maneira geral, o PR ¢ o SR dos tratamentos com micorriza foram
inferioriores ao do tratamento SMR. J4 o CSR variou em fungao da dose de A, porém,
como mencionado anteriormente, nenhum dos trés modelos testados se ajustou

satisfatoriamente ao comportamento dessa variavel.
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5. DISCUSSAO

Os resultados mostram que o As afetou a morfologia ¢ o metabolismo da Acacia
mangium e da Mimosa caesalpiniaefolia de diversas maneiras, culminando em
expressiva redugdo do crescimento, sendo que ambas as espécies apresentaram redugao
de crescimento superior a 80 % sob 400 mg kg As. De maneira geral, a A. mangium foi
mais sensivel a toxidez que a M.caesalpiniaefolia, como mostra a inclinag@o das curvas
de matéria seca total em funcao da doses de As (Figura 9).

Dias et al. (2010), avaliaram o crescimento de Cajanus cajan, Sesbania virgata e
Leucena leucocephala sob contaminagdo por As, utilizando doses de 50, 100 ¢ 200 mg
kg As em solo argiloso. Comparando-se as espécies arbustivas daquele trabalho (S.
virgata e L. leucocephala) com a M. caesalpiniaefolia, verifica-se que a M.
caesalpiniaefolia foi bem menos tolerante, especialmente nas doses superiores a 50 mg
kg As, sendo o desempenho da A. mangium ¢ de C. cajan ainda mais fraco. A A.
mangium apresentou crescimento bastante inferior até mesmo em comparagao a outras
espécies arboreas, como Eucalyptus grandis ¢ E. cloeziana (Melo et al., 2010).

O arsénio disponivel no substrato utilizado por Dias et al. (2010) e Melo et al. (2010)
era bem superior ao do presente experimento, o que pode ser explicado pelo menor teor
de argila daquele (41 %) em comparagdo a este (56 %), pois sabe-se que pequena
variagdo no teores de argila e de 6xidos se reflete em grande alteracdo na capacidade de
adsorc¢do de As do solo (Assis, 2010). Poder-se-ia esperar, portanto, melhor desempenho
das espécies utilizadas neste experimento, visto que o solo poderia estar atuando como
dreno de As, contribuindo para reduzir sua disponibilidade para as plantas.

Entretanto, comparar valores absolutos da disponibilidade de um elemento,
especialmente os obtidos por meio de extratores acidos, entre solos de diferentes
granulometrias ¢ mineralogias, ndo ¢ adequado para classificar seu teor como “alto” ou
“baixo”. Por exemplo, 10 mg dm™ de P disponivel (Mehlich-1) pode ser considerado
baixo para um solo arenoso porém alto para um solo argiloso, pois esse extrator ¢
sensivel ao poder tampao do solo (Novais et al., 2007). O mesmo pode ocorrer com 0
As ou algum metal pesado. A determinacao de valores de referéncia para classificar o
nivel de contaminacao dos solos, portanto, deve levar esse fato em consideragao.

Dessa forma, mesmo o valor de As disponivel sendo mais baixo para o substrato do
presente estudo, em comparacdo com o de Dias et al. (2010) e Melo et al. (2010), o

nivel de contaminacdo pode ser similar. Com efeito, as doses de As aplicadas foram
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similares. Assim, possivelmente, o pior desempenho da A. mangium e¢ da M.
caesalpiniaefolia ¢ devido a maior sensibilidade dessas espécies a contaminagao por As.

De fato, os efeitos negativos do As puderam ser verificados nos aspectos fisiologicos,
nutricionais € anatomicos das plantas. Os sintomas de toxidez foram nitidos,
especialmente a redugio do crescimento (Figura 2). E importante observar o aumento da
relacdo raiz/parte aérea (Figura 11), por mostrar que o crescimento da parte aérea ¢
relativamente mais prejudicado que o da raiz.

A grande maioria das espécies, apresentam o mesmo comportamento da Acacia
mangium ¢ da Mimosa caesalpiniaefolia (Costa, 2007; Nascimento, 2007; Silva, 2008;
Melo et al., 2009, 2010; Dias et al., 2010). Espécies mais resistentes, como a
hiperacumuladora Pteris vittata, mostram comportamento inverso, ou seja, maior
producdo de parte aérea em detrimento das raizes (Liu et al., 2009). Espécies de
tolerancia intermediaria, como Psidium guineense, Schinus terebinthifolius ¢ Borreria
verticillata podem apresentar ambos os comportamentos, porém, quando ha aumento da
RRPA, normalmente ¢ menos expressivo que o verificado em espécies menos tolerantes
(Costa, 2007; Silva, 2008).

O principal mecanismo de defesa das espécies nao hiperpacumuladoras a toxidez por
As envolve o sequestro do elemento nos vactolos das células radiculares, com
participagdo de fitoquelatinas (Zhao et al., 2009). Dois fortes indicios indicam que isso
ocorre para A. mangium e M. caesalpiniaefolia: 1) maior concentracdo de As nas raizes
em relacdo a parte aérea (Figura 12) e 2) aumento do teor de S nas raizes (Figura 16) e,
por conseguinte, menor translocagdo deste nutriente (Figura 20), que € constituinte
fundamental das fitoquelatinas. Destarte, pode ser que a maior produ¢do de raiz em
relacdo a parte aérea seja uma resposta de defesa, garantindo maior sequestro de As e
menor translocacdo para as folhas, o que evitaria maiores danos ao seu aparato
fotossintetizante.

J& as plantas hiperacumuladoras possuem um mecanismo de defesa, que ainda ndo ¢
completamente elucidado, mas envolve maior translocacdo do As para a parte aérea
(Zhao et al., 2009). Consequentemente, a RRPA em funcao da concentragdo de As no
meio para as plantas hiperacumuladoras ndo poderia ser igual ao das demais espécies.
Ainda menos se sabe sobre as espécies de tolerancia intermedidria, que translocam boa
parte do As para a parte aérea sem grande prejuizo de crescimento. Estudos nessa linha
certamente contribuiriam para o entendimento dos processos envolvidos na

fitorremediacdo de areas contaminadas por As e para a selecdo de espécies adequadas.
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Neste trabalho, foi possivel verificar algumas interagdes entre 0 As € o P em ambas
as espécies. Primeiramente, o As reduziu a absor¢do de fosforo, visto que o teor de P
diminuiu com o aumento da dose de As tanto na raiz como na parte aérea (Figura 15).
Embora parte do efeito possa ser atribuida aos danos nas raizes, pode ter ocorrido
competicdo entre o As e o P por sitios de absor¢do nas raizes, dado o teor de P
disponivel do solo (12,2 mg dm™) ser comparavel ao de As em algumas doses.

Costa (2007), pelo contrario, observou aumento da absor¢do de P por M.
caesalpiniaefolia sob concentracdes de As de até 1,0 mg L™ em solugdo nutritiva. Neste
caso, ¢ importante observar como os efeitos do As variam com as condi¢des
experimentais e estddio de desenvolvimento da planta. Por isso ¢ necessaria cautela ao
se compararem resultados de diferentes experimentos. Além da interacdo entre os
nutrientes € o As com o solo, que ndo ocorre em solucdo nutritiva, a presenga de
microrganismos e de outros elementos sao alguns dos motivos que levam as plantas a
responderem diferentemente a presenca de As em hidroponia, em comparagdo com o
solo (Zabludowska et al., 2009).

Citando outro exemplo, Ang et al. (2007) avaliaram o crescimento ¢ a extracao de As
e alguns metais pesados por quatro espécies arboreas, dentre elas A. mangium, em
rejeito de mineragdo de ouro. Os pesquisadores verificaram que a A. mangium foi a
espécie que apresentou maior crescimento e acumulo de arsénio. No caso, além do
substrato ¢ do manejo serem diferentes, as avaliagdes foram feitas em arvores adultas.
Talvez um melhor desempenho da A. mangium fosse obtido com maior adubagio
fosfatada, com o cultivo da espécie em época de maior insolacdo e com prolongagdo do
periodo experimental.

Ainda com relagdo ao P, pdde-se observar reducdo do indice de translocagdo do
nutriente com o aumento das doses de As. Pouco se sabe sobre o mecanismo de
translocacdo do As, mas nao ha tanta afinidade entre ele € o mecanismo de translocacgao
de P, como ocorre na absor¢do pelas raizes (Zhao et al., 2009). E provavel que a menor
translocacdo de P faca parte do mecanismo de defesa das plantas a toxidez por As, pois
1Sso permitiria mitigar os danos as raizes (Singh & Ma, 2006) e obter melhor controle
sobre o influxo de As (Santos et al., 2010).

De fato, os danos as raizes foram bastante severos, com redu¢ao de tamanho ¢ de
raizes laterais (Figura 2). As alteracdes anatomicas observadas nas raizes também sdo
reflexo do efeito toxico do arsénio. O colapso celular observado em raizes de plantas

intoxicadas por As ¢ resultado de estresse oxidativo, que esta relacionado com a
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peroxidagdo de lipidios (Singh et al., 2007). Assim, o acimulo de compostos fenolicos e
a excre¢do de mucilagem, podem ser formas de defesa das plantas ao estresse
provocado pela contaminacdo por As, pois essas substincias podem se ligar a
intermedidrios de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ao proprio As, reduzindo seus
danos as células (Vaughn & Duke, 1984; Michalak, 2006).

Os sintomas descritos acima também foram observados em Cajanus cajan (Silva,
2008; Barbosa, 2009), Borreria verticillata e Schinus terebinthifolius (Silva, 2008), que
apresentaram outros sintomas em comum aos da Mimosa caesalpiniaefolia ¢ Acacia
mangium. Dentre eles, a morte de primordios de raizes laterais (Figura 5) e a
desorganizacdo dos elementos de vaso (Figura 6). Nao se conhecem as causas da
desorganizacdo das células do cortex, mas ela pode estar, assim como a morte de
primérdios de raizes laterais, relacionada a interferéncia do As na divisdo e na
diferenciagdo celular. Dentre os efeitos do As na mitose, podem ser citados o aumento
de aberragdes cromossdmicas (Mumthas et al., 2010) e do indice de c-mitose (Dho et
al., 2010). Essas s3o, também, causas do menor crescimento radicular.

Um dos principais processos metabolicos, a fotossintese, também ¢ negativamente
influenciado pelo As, como pode ser observado na A. mangium (Figura 12). Nesse
sentido, ¢ de se esperar que o crescimento da plantas seja severamente prejudicado. Os
efeitos do As na taxa fotossintética (A) podem ser diretos, como o desaparelhamento do
aparato fotossintetizante e da cadeia transportadora de elétrons (Costa, 2007), ou
indiretos, como a reducao da sintese de ATP e da absor¢ao de fosforo, entre outros. Em
situagdes de estresse por metais, ¢ possivel ocorrer queda da taxa fotossintéica por
imparidade bioquimica, o que se refletiu no aumento da relagdo Ci/Ca, pois houve
menor consumo de CO,, e na queda da eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE).

Do ponto de vista produtivo, para compensar a queda na WUE, a planta deveria ser
capaz de aumentar sua taxa transpiratoria, o que demandaria mais agua no solo ou maior
condutancia estomatica. Caso a planta ndo seja capaz de contornar esse efeito, como foi
o caso da A. mangium, invariavelmente havera queda de produtividade, da capacidade
de fixagdo de carbono e sua aptidao para revegetagao de areas contaminadas por As sera
restrita.

Embora as trocas gasosas de Mimosa caesalpiniaefolia ndo tenham sido avaliadas
neste trabalho, Costa (2007) observou, para essa espécie, redugdo na taxa fotossintética
(A), na condutancia estomatica (gS), na taxa transpiratoria (E) e na relagdo Ci/Ca em

resposta ao As. Assim, percebe-se que o As também exerce efeitos negativos na
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fisiologia de M. caesalpiniaefolia. Esse efeito negativo na fotossintese tem grande
influéncia sobre o processo de recuperacao da area degradada. Menor taxa fotossintética
significa menor capacidade para sequestrar carbono e diminuir a energia livre do
ecossistema, ou seja, a produtividade primaria potencial diminui. Isso reforca a
necessidade de se desenvolverem métodos para remover ou, pelo menos, reduzir a
disponibilidade do contaminante do solo.

A diminuicao da taxa fotossintética também pode estar relacionada com a queda no
teor de clorofila das folhas, o que foi observado para ambas as espécies na presenga de
micorriza, pela queda no indice SPAD (Figura 10). A clorose observada em M.
caesalpiniaefolia (Figura 2) também ¢é um forte indicio desse efeito. O As pode inibir a
sintese de clorofila, pois limita a disponibilidade de acido &-aminolevulinico, um
precursor do pigmento, dentre outros efeitos (Jain & Gadre, 1997). Além disso, a
elevada concentragdo de As no citoplasma e consequente produgdao de ROS também
pode contribuir para a redugdo do indice SPAD e o aparecimento de clorose, pois
provoca degradacdo de clorofila, desestruturagdo do cloroplasto e desorganizagdo dos
tilacoides (Choudhury & Panda, 2004).

Como visto, o As foi extremamente prejudicial ao crescimento da A. mangium ¢ da
M. caesalpiniaefolia, por diversas causas. Embora nao tenham influenciado
sobremaneira o crescimento das plantas (Tabela 4), no aspecto nutricional e na absor¢ao
de As pode-se observar influéncia da colonizagdo micorrizica (Tabelas 7, 8 € 9).

Além da diminui¢do dos teores de As nas raizes de ambas as espécies, os fungos
micorrizicos arbusculares contribuiram para aumentar a concentragdo de P na parte
aérea da A. mangium, elevando os indices de translocagdo de P ¢ As para essa espécie.
Esses resultados sdo coerentes com os obtidos por Liu et al. (2005) em tomate e Liu et
al. (2009) em Pteris vittata, entre outros (Smith et al., 2010). Essa maior translocagao de
As para a parte aérea se refletiu em maior queda do indice SPAD com o aumento da
dose de As para os tratamentos com micorriza (Figura 10).

Além dos efeitos citados acima, a diminuicdo de acimulo de As pelas plantas de
ambas as espécies (Figural3D e E) mostra que os fungos micorrizicos arbusculares
podem interferir significativamente nos efeitos fitotoxicos do As e na capacidade de
fitoestabilizagdo de Acacia mangium ¢ Mimosa caesalpiniaefolia. Todavia, resultados
mais aprofundados no crescimento das plantas somente seriam obtidos com a

prorrogagao do tempo de cultivo.
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6. CONCLUSOES

e O As provoca danos morfofisiologicos em plantas de Acacia mangium e Mimosa

caesalpiniaefolia, incluindo:

0 Morte do meristema apical e de primdrdios de raizes, além de mudancas
no desenvolvimento das células do sistema vascular, com consequente

prejuizo do desenvolvimento radicular;

0 Reducao do teor de clorofila, evidenciada pelo aparecimento de clorose e

reduc¢do do indice SPAD;

0 Reducao da taxa fotossintética e da eficiéncia instantdnea do uso da agua,

com consequente redugdo da capacidade de fixa¢ao de carbono;

0 Reducido de crescimento em ambas as espécies, comprometendo a
capacidade de estabelecimento em sitios com niveis elevados de

contaminagao por As.

e Os teores elevados de As nas raizes de ambas as espécies indicam que elas
podem ser eficazes no processo de fitoestabilizagdo de areas contaminadas com

As, especialmente se forem encontradas formas de promover seu crescimento.

e Os fungos micorrizicos arbusculares por, reduzirem a absor¢ao e acimulo de As
pelas plantas de ambas as espécies, podem reduzir a capacidade de sequestro de
As. Contudo, isso poderia aliviar a toxicidade do elemento, permitindo maior
crescimento. Estudos de longa duracdo sdo necessarios para verificar essa

hipotese.
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