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RESUMO

BARBOSA DE PAULA LIMA, Anne Caroline. Influéncia da substancia hamica de
vermicomposto em plantas de arroz (Oryza sativa L.) micorrizadas sob estresse por
cadmio. 2021. f. Tese (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada) Instituto de
Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

O objetivo do presente trabalho de dissertagdo foi estudar a substancia humica integra (SH)
extraida de vermicomposto (\Vc¢) mediante sua caracterizacdo e avaliacdo de seus efeitos sobre
o desenvolvimento da cultura de arroz e o sinergismo com fungos micorrizicos sob estresse
por cadmio. No Capitulo | foi estuda estudado o comportamento da cultivar BRS Esmeralda
sob concentracdes crescente de Cd *? através da biomassa produzida, pardmetros
morfologicos radiculares e fotossintético, verificou-se que plantas submetidas ao metal pesado
tiveram seu desenvolvimento inicial afetado negativamente, as concentracGes de 0,05 e 0,1
mM promoveram maiores danos a cultivar, tendo reducdo na producdo de biomassa, e na
maioria dos parametros radiculares. Tal resultado pode ser explicado pelo fato do metal
pesado competir por sitios ativos dos nutrientes essenciais, dificultando a translocacdo de
nutrientes pela planta. No capitulo Il foi estudada as caracteristicas estruturais da SH-Vc
utilizando técnicas quimicas e espectroscépicas. No Capitulo Il foi avaliada a influéncia da
interacdo da SH-Vc com FMA, na cultura do arroz submetida ao metal pesado.

Palavras-chave: Extracdo Humica. Simbiose. Metal Pesado

vii



ABSTRACT

BARBOSA DE PAULA LIMA, Anne Caroline. Influence of vermicompost humic
substance on rice plants (Oryza sativa L.) mycorrhizal under cadmium stress. 2021. f.
Thesis (Masters in Plant Health and Applied Biotechnology) Institute of Biology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

The aim of this dissertation work was to study the whole humic substance (HS) extracted
from vermicompost (\Vc) through its characterization and evaluation of its effects on the
development of rice crops and synergism with mycorrhizal fungi under cadmium stress. In
Chapter 1, the behavior of cultivar BRS Esmeralda was studied under increasing
concentrations of Cd*?, through the biomass produced, root morphological and photosynthetic
parameters, it was found that plants subjected to heavy metal had their initial development
negatively affected, the concentrations of 0,05 and 0,1 mM promoted greater damage to the
cultivar, with a reduction in biomass production, and in most root parameters. This result can
be explained by the fact that the heavy metal competes for active sites of essential nutrients,
hindering the translocation of nutrients by the plant. In chapter Il, the structural characteristics
of SH-Vc were studied using chemical and spectroscopic techniques. In Chapter IlI, the
influence of the interaction of SH-Vc with AMF on rice culture subjected to heavy metal was
evaluated.

Keywords: Humic Extraction. Symbiosis. Heavy metal
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1 INTRODUCAO GERAL

Tradicionalmente o Brasil tem o seu pilar econdmico estruturado na agricultura,
carecendo para sua sustentacao a intensificacdo de praticas agricolas que visam o aumento da
produtividade no campo. Uma das praticas agricolas bastante empregadas, consiste no uso de
fertilizantes, principalmente os fosfatados, devido aos solos brasileiros apresentarem baixa
disponibilidade de fésforo, tal fenémeno ocorre pela presenca de oxi-hidréxido de Fe e Al
presentes na fracdo argila (RESENDE et al., 2005), causando adsorcao do P a fracdo mineral
e consequentemente menor disponibilidade do elemento a planta.

Limitagcdes na disponibilidade de tal elemento resultam em diversos danos a planta
principalmente a reducdo da produtividade, pois o fosforo desempenha papel importante no
metabolismo vegetal, como respiracao, fotossintese e transferéncia de energia (GRANT et al.,
2001).

A aplicacdo de adubos fosfatados é uma pratica macicamente empregada na busca de
suprir a necessidade de fosforo (P) a planta e contribuir ao desenvolvimento vegetal, porém
pode causar danos a agricultura. O uso de fertilizantes fosfatados constitui uma das principais
fontes de contaminacdo antrépica de cadmio (Cd) na agricultura, cuja obtengdo desse tipo de
fertilizante, da-se por meio de extracdo de rochas fosfaticas (SAUEIA, 2006).

Os minérios de fosfato capturam de forma eficiente os cétions, e por este motivo
podem apresentar metais pesados e outras impurezas, sendo uma caracteristica preocupante
sua utilizacdo no ambiente (KNOX; KAPLAN; PALLER, 2006). Embora a concentracdo de
cadmio presente nesses fertilizantes seja variavel, em longo prazo resulta na elevacdo de sua
concentracdo em solos agricolas (GARBISU & ALKORTA, 2001).

O cadmio é considerado um dos elementos mais ecotoxicos que causa efeito sobre
processos biolégicos de animais e plantas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 2000;
BENAVIDES et al., 2005). No solo pode ser encontrado naturalmente com teor variando
entre 0,01 a 3,0 mg Kg™* (DOMINGUES, 2009).

De acordo com Taylor & Percival (2001), entre 50% a 90% do Cd na solucdo do solo
esta na forma de fon livre Cd*? que é prontamente disponivel para captagéo pelas plantas. Nas
plantas o c&dmio pode influenciar na absor¢do de elementos minerais essenciais, além de
reduzir o crescimento das raizes, inibir a abertura estomatica, taxa fotossintética, transpiracao,
dentre outros danos (PAL et al.).

A exposicdo humana ao cadmio ocorre em geral, por meio de ingestdo de alimento
contaminado, podendo acarretar em danos irreversiveis, principalmente, disfuncGes renais,
Osseas e respiratorias (KEMERICH et al., 2013; PAN et al., 2010). Um dos primeiros
registros historicos de contaminagdo por cadmio em alimento ocorreu em 1950 no Japdo a
partir de aguas de irrigacdo em plantacdo de arroz proveniente de efluentes de mineracéo,
acarretou no desenvolvimento da doenca Itai-itai, caracterizada por extrema dor nos 0ssos
devido a osteomalacia (amolecimento dos 0ssos), osteoporose e lesdo renal (TAKEDA, 2015;
NORBERG et al., 2007).

Os estudos dos métodos que impecam ou reduzam a captacéo do cadmio pelas plantas
apresentam grande importancia para a seguranca ambiental, podendo evitar a introducdo do
metal pesado na cadeia alimentar (PINTO, 2016). Diversas pesquisas demonstram que as
substancias humicas e suas fracdes podem ser empregadas na remediacdo do cadmio,
reduzindo os riscos de absorcdo deste elemento pelas plantas (Bl et al., 2019;MENG et al.,
2017), sua interacdo com o metal pesado, substancias quimicas organicas de origem



antropogénica, dentre outros contaminantes varia de acordo com sua origem e diversidade
estrutural.

Segundo Piccolo (2001) as substancias himicas possuem estrutura supramolecular, em
que diversas moléculas de pequeno tamanho e de diversas origens se arranjam em nivel
organizacional estrutural supramolecular. Diversos estudos apontam a acdo benéfica da
substancia humica no desenvolvimento vegetal, melhorando a arquitetura radicular, producao
vegetal, na nutricdo mineral de plantas e na protecdo a estresse (RODDA et al., 2006;
CANELLAS et al., 2002; FACANHA, et., 2002).

Outra biotecnologia que vem sendo estudada, sdo os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) importante simbionte que possibilita 0 maior acesso ao fésforo presente na solugdo
do solo pela planta, ttm importante papel nutricional nos solos tropicais, onde apresentam
deficiéncia P (SANCHEZ & SALINAS, 1981).

Diante do exposto, este trabalho tem como hipdtese que a substancia humica integra
extraida de vermicomposto pode regular mecanismos de defesa na planta de arroz
micorrizado sob estresse por cadmio.

O objetivo geral deste estudo, consiste em avaliar a influéncia das caracteristicas
quimicas das substancias humicas de vermicomposto, nos aspectos morfoldgicos e
nutricionais da planta e na interacdo com FMA em plantas de arroz sob estresse por cadmio.

Os objetivos especificos foram organizados em capitulos com intuito de:

a.) Determinar a dose méxima toleravel de Cd*? em arroz cv. BRS Esmeralda,
através de diferentes concentracGes de cadmio;

b.) Determinar a dose-resposta de substancia himica, a partir de seus efeitos no
crescimento inicial da planta;

c.) Caracterizar a influéncia da interacdo substdncia humica x micorriza no
estabelecimento e no desenvolvimento da simbiose micorrizica na cultura do arroz;

d.) Analisar os efeitos da interacdo das substancias humicas a partir de parametros
morfoldgicos e acimulo de nutrientes na planta.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Cultura do Arroz.

O arroz (Oryza sativa L.) € uma planta monocotileddnea da familia Poaceae,
possivelmente originaria de regides tropicais da Asia. E uma espécie autdgama e, portanto de
dificil polinizagdo cruzada e dependente do gendtipo e do ambiente (MAGALHAES
JUNIOR, 2007). Este cereal é rico em vitaminas, proteinas, fibras e carboidratos, representa
importante base alimenticia humana por ser a principal fonte diaria de calorias para mais da
metade da populacdo mundial (FAO, 2021;BASSINELLO et al., 2017; PEREIRA, 2014).

O consumo desse cereal estd associado a aspectos econémicos e culturais. No
continente Asiatico o arroz é considerado um alimento tradicional e a sua producdo se
concentra principalmente nos paises da China, india e Indonésia, sendo o terceiro cereal mais
produzido no mundo, ficando atrds apenas do milho e do trigo (WANDER, 2014;
BRONDANI et al., 2006; FAO, 2021). Estima-se que em 2050 a producdo de arroz sera
dobrada para atender a demanda mundial (GUIMARAES et al., 2006)

O Brasil € o maior produtor de arroz no Ocidente, ocupando a nona posi¢do no cenario
mundial dos paises produtores de arroz, esse cereal compde também, a maior parte da dieta
alimentar dos brasileiros, por aqui predominam a producédo e o consumo do arroz branco do
tipo 1 (um), classificado como longo-fino (PEREIRA, 2014).

O estado do Rio Grande do Sul destaca-se como o maior produtor nacional de arroz,
seguido por Santa Catarina. Esses dois estados juntos somam 70% de tudo que € produzido no
pais. Somam-se a producdo de outras regides do Centro-Oeste (Mato Grosso e Goids);
Nordeste (Piaui e Maranh@o) e Norte (Tocantins, Pard, Ronddnia) do pais (CONAB, 2021).

Séo considerados dois sistemas de producdo na orizicultura: o de varzeas ou irrigado,
onde os produtores aproveitam as aguas de rios nas suas margens (vazantes), tendo o controle
da lamina d’agua na lavoura ou em &reas sistematizadas (irrigacdo), onde a cultura recebe
agua por aspersdo. Outro sistema de producdo é o de sequeiro, onde a demanda hidrica é
suprida apenas com a agua das chuvas. O arroz irrigado possui maior volume de
produtividade, enquanto o de terras altas é produzido num maior ndmero de estados
(CONAB, 2021).

O cultivo do arroz irrigado é responsavel por 81,4% da producdo brasileira, esse
sistema é conduzido com maior aporte tecnoldgico, com o uso de cultivares melhoradas
geneticamente, sistema de irrigacdo, insumos agricolas e solos de alta fertilidade, o que
favorece as altas produtividades. Ja o cultivo de arroz de sequeiro tem reduzido
consideravelmente a sua area de produgdo no pais. Esta queda esta relacionada ao menor
potencial produtivo, uma vez que recebe menos insumos tecnolégicos e estd mais sujeito a
intempéries, apresentando maior risco econdmico (CONAB, 2016; RICARDO, 2010).

Para mudar esse quadro, investimentos tém sido realizados desde a década de 1990,
principalmente com a obtengéo de cultivares tolerantes a seca, como no caso da cultivar de
arroz BRS Esmeralda, desenvolvida pela Embrapa. Esta cultivar conferiu ampla adaptacéo e
estabilidade de cultivo nas principais regibes produtoras do Brasil, apresentando alta
produtividade e maior tolerancia a veranicos em relagdo as demais cultivares do mercado,



além de ter boa aceitacdo dos agricultores, sendo registrada para o plantio nos seguintes
estados: GO, MT, RO, PA, RR, TO, MA, Pl e MG (EMBRAPA, 2014).

O dltimo levantamento da safra da cultura do arroz 2020/2021 estima que a area
cultivada seja de 1.705,3 mil hectares, indicando incremento de 2,4% em relagdo a
2019/2020. No entanto, a safra serd 2,5% menor que a anterior, devido a reducdo da
produtividade (-5,4%), que apesar do atual preco recorde do arroz, algumas regiées como o
Rio Grande do Sul vém sofrendo com a seca e com 0s elevados precos dos gréos que
competem por &rea como as culturas da soja e do milho (CONAB, 2021).

No cultivo de arroz em terras altas ou de sequeiro a dependéncia de chuva limita a
producdo e a ocorréncia de veranicos durante a estacdo chuvosa, podendo comprometer a
lavoura (CRUSCIOL et al., 2000), atualmente a produtividade média do arroz de sequeiro
alcanca 2.375 kg.ha?, enquanto a producéo do arroz irrigado é de 7.552 kg.ha'(CONAB,
2021).

Ressalta-se que para a obtencdo de produtividade satisfatria é extremamente
importante o conhecimento nutricional da cultura do arroz. Quanto a exigéncia nutricional, o
nitrogénio (N) é um dos nutrientes que mais limita a produtividade do arroz, sendo
responsavel pelo aumento da area foliar da planta, melhorando, assim, a eficiéncia de
interceptacdo da radiacdo solar e a taxa fotossintética da planta, o que reflete positivamente na
produtividade do arroz (FAGERIA & BARBOSA FILHO, 2006).

Em solos onde € praticada a orizicultura, ttm como caracteristica baixa concentracdo
de P na solucdo do solo, limitando, assim, a produtividade do arroz. A maior parte do P
soluvel que é aplicado ao solo é adsorvido aos 6xidos de ferro e aluminio ou é precipitado no
solo, tornando-se indisponivel as plantas. O P exerce varios efeitos na cultura do arroz, sendo
0s mais importantes o aumento dos componentes da produtividade, em especial o nimero de
paniculas por area e, consequentemente, no aumento da produtividade da cultura do arroz. A
deficiéncia de P reduz o perfilhamento e prolonga o ciclo da cultura (FAGERIA &
BARBOSA FILHO, 2006).

Outro elemento essencial na cultura, principalmente nas cultivares modernas é o
potéassio (K), nutriente de maior acumulo, considerado essencial para varios processos
fisiolégicos e bioguimicos que ocorrem na planta. A deficiéncia de K na cultura de arroz néo
é tdo comum como ocorre com 0 N e P. A maior parte do K extraido pela cultura do arroz fica
na palha. Ao permanecer na superficie ou ser incorporada ao solo, pode tornar-se disponivel
as plantas. Entretanto, A deficiéncia de K resulta na reducdo do crescimento da planta
(FAGERIA & BARBOSA FILHO, 2006).

A disponibilidade dos elementos essenciais para 0 bom desenvolvimento vegetal, sofre
influéncia do pH do solo, principalmente no sistema de sequeiro em que 0s solos sdo
geralmente acidos necessitando de correcdo. A produtividade da lavoura esta associada a um
conjunto de manejo adotado que é resultado de empenho de pesquisadores no
desenvolvimento de cultivares altamente produtivas, contudo as mesmas possuem elevada
exigéncia nutricional.

Vale salientar que ha uma tendéncia mundial na busca de uma producdo mais
sustentavel. Apesar de diversas pesquisas aplicadas ao melhor aproveitamento na absorcao de
nutrientes, ainda sdo escassos 0s inoculantes com registro para a cultura, tendo apenas
somente um inoculante micorrizico registrado comercialmente.

2.2 Efeitos do Cadmio na Cultura do Arroz



O termo metal pesado, vem sendo utilizado para definir grupos de metais de massa
atdmica relativamente alta (> 5 g cm™), destacam-se os elementos Pb, Cd, Hg e As, estes ndo
possuem funcdo nos organismos e causam sérios problemas de toxicidade nos animais e
vegetais em qualquer concentracdo ( ALLOWAY,2013).

O cadmio (Cd*™®) é um metal pesado (n= 48), altamente toxico, solivel em &gua,
bioacumulativo na cadeia tréfica e persistente no ambiente por varios anos. E utilizado na
fabricacdo de baterias, pigmentos, estabilizadores para plasticos e componentes eletrénicos.
Considerado ndo essencial, por ndo apresentar nenhuma fungdo aos organismos Vvivos, tem
gerado diversos estudos por ser um dos metais pesados mais ecotoxicos ( ZENTENO, 2012).

Amplamente distribuido pela crosta terrestre, geralmente associado a minérios de Zn,
Cu e Pb, encontrado naturalmente nos solos em teores baixos entre 0,01 a 3,0 mg Kg*
(DOMINGUES, 2009;PAIS & JONES JUNIOR 2000). O aumento da concentracdo de
cadmio no solo ocorre pela acdo do intemperismo de rochas fosfaticas ou através da adicao de
sedimentos vulcanicos, porém 90% da insercdo do metal pesado advém da acdo antrépica
(PAN et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Na agricultura, o uso indiscriminado e excessivo de insumos agricolas, como
herbicidas e principalmente adubos fosfatados sdo relevantes na adicdo do metal pesado. Os
adubos fosfatados possuem elevado teor de P,Os, indicados aos solos com baixa fertilidade, a
matéria prima é constituida basicamente de minérios de fosfatos, estes capturam cations e por
este motivo podem conter altas concentrages de metais e outras impurezas (KNOX et al.,
2006).

O cadmio é encontrado adsorvido por atracdo eletrostatica em sitios de cargas
negativas das argilas, matéria organica e oOxidos hidratados, precipitados com carbonato,
bicarbonato e fosfatos, complexados a matéria organica ou ainda em solucdo, na forma idnica
ou complexada (ADRIANO, 1986). Segundo McBride (1994), a solubilidade do ion de Cd
depende do pH do meio em que encontra-se presente, em pH abaixo de 6,0, ions livres de Cd
formam ligacdes fracas com Oxidos e matéria organica, proporcionando de média a alta
solubilidade e mobilidade, entretanto em pH acima de 7,0 limita a sua solubilidade, devido a
precipitacio com CaCOs;, formando CdCOjz. Contudo em solos neutros e alcalinos a
solubilidade e disponibilidade deste elemento é baixa.

O primeiro registro de grande contaminagdo desse metal ocorreu no Japéo por volta de
1960, no consumo de arroz contaminado ocasionando a doenca Itai-itai, cuja expressao
significa “dor nos ossos”, caracterizada por fortes dores no corpo devido a osteomalacia
(amolecimento dos 0ss0s), e pelas maltiplas fraturas associada aos danos nos tabulos renais
em que houve aumento da secrecdo de célcio e fdésforo pela urina e diminuicdo da
hidroxilacdo de metabdlitos de vitamina D. O cadmio causa diversos danos a satde, mesmo
em baixas concentracdes, sendo os efeitos patogénicos além de graves, irreversiveis, sao
causadas disfuncdes renais, 6sseas e respiratdrias. (TAKEDA, 2015; KEMERICH et al.,
2013; FONTAINE et al., 2008; NORDBERG et al, 2007).

Recentemente, diversos estudos utilizam o arroz como planta modelo de cereal para
entendimento do comportamento fisiologico e molecular no transporte de Cd (URAGUCHI &
FUJWARA, 2012). O Cd presente na solucdo do solo passa por vérios processos de
transportes até seu acumulo nos grédos (Figura 1), quando absorvido pelo sistema radicular é
translocado aos brotos via xilema, da panicula ao grdo o transporte da-se pelo floema
(URAGUCHI et al., 2009; TANAKA et al., 2007). Recentemente, varios transportadores
foram identificados como transportadores de Cd em arroz (URAGUCHI et al.,2012).
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Figura 1 Modelo esquematico dos processos de transporte de Cd do solo aos gréos de arroz

A fitotoxicidade causada pelo metal pesado e a capacidade de tolerancia ao Cd estdo
diretamente ligadas a forma quimica de absorcdo e o local de compartimentacdo celular (YU
et al., 2012; ZENG et al., 2011). O cadmio se distribui em diferentes formas quimicas, uma
vez absorvido pelas plantas, podendo ser em formas inorgéanicas, sollveis em agua, pectato,
oxalato, ligado em proteinas, e na forma de fosfato ndo dissolvido (LAI, 2015). Por exemplo,
a forma sollvel em &gua e inorganicas, indicam maior toxicidade e mobilidade na célula (FU
et al., 2011). As diferentes formas de distribuicdo do Cd entre as fragdes do tecido podem
explicar as diferencas na sensibilidade ao Cd entre as diferentes espécies de plantas. A
retencdo do Cd nas paredes celulares da raiz, a compartimentacdo do Cd em vacuolos e o
transporte suprimido do Cd das raizes aos brotos sdo 0s mecanismos mais importantes
responsaveis pela desintoxicacdo de Cd em plantas de arroz ( LIU et al. 2014).

Considerando que a ingestdo do Cd através do arroz € uma preocupante situacao,
reduzir a translocacdo e o acumulo nos grdos sdo estratégias importantes para diminuir 0s
danos na cadeia alimentar.

O plantio de cultivares que possuem tolerancia ao Cd e que apresentem baixa
translocacdo do metal ao grdo torna-se uma medida inicial importante para mitigar os danos
provocados pelo metal pesado ao consumidor. As cultivares de arroz possuem capacidade de
tolerancia diferente ao Cd, além do fator genético, os exsudatos radiculares podem afetar a
biodisponibilidade presente na relagdo solo-planta. O exsudato radicular € composto por
acidos orgénicos e aminodcidos que contribuem em diversos processos da absorcdo de
nutrientes.

O arroz de sequeiro torna-se mais suscetivel ao dano por Cd, em contrapartida, em
areas de inundacdo o solo apresenta-se em condicdo redutiva e grande parte do Cd presente no
solo forma CdS com baixa solubilidade (IMURA & ITO,1978).



2.3 Substancias Humicas

O sucesso da produtividade agricola esté altamente ligado ao solo, principalmente pela
presenca de materiais organicos presentes nele. A matéria organica do solo (MOS) apresenta-
se como um sistema complexo de substancias, cujo seu processo de formagdo ocorre através
da adicao de residuos organicos de naturezas diversas e por transformacdo continua sob acédo
de fatores bioldgicos, quimicos e fisicos (CAMARGO et al., 1999).

Segundo Berg & Laskowaki (2006), MOS ¢é construida por diversos residuos que
contenham carbono como microrganismos vivos e mortos, material animal e vegetal em
diferentes estagios de decomposicdo, e a fracdo mais estavel denominada humus. A MOS ¢é
considera indicadora de qualidade do solo devido sua forte influéncia nas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas do solo, que consequentemente interferem na nutricdo das
plantas promovendo o aumento da produtividade agricola (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

A presenca de matéria organica contribui na melhoria da qualidade de diversos
aspectos do solo, atuando na agregacéo e porosidade, melhorando a capacidade de retencdo de
agua e disponibilidade de nutriente, além de favorecer a atividade microbiana .

Stevenson (1994) separou a matéria organica do solo (MOS) em dois grandes grupos,
denominados substancias humicas e substancias ndo-humicas. As substancias ndo-humicas
sdo aquelas que apresentam caracteristicas definidas e distinguiveis, tais como carboidratos,
aminoéacidos, ceras, gordura dentre outros, enquanto as substancias himicas (SH) apresentam
caracteristicas quimicas mais complexas e indefinidas, composta por diversos compostos
organicos de alta massa molecular, tendo partes com caracteristicas aromaticas e alifaticas.

A SH é encontrada largamente em toda a superficie terrestre, ocorrendo em quase
todos ambientes terrestre e aquaticos (SCHNTIZER, 1978). O conhecimento da substancia
hdmica ndo € um estudo recente, porém as pesquisas sobre a conhecida substancia himica
tem- se tornado mais forte e relevante somente agora, as primeiras publicacdes sobre as SH
relatadas por Achard na Alemanha no ano de 1786 sobre a extracdo de acido humico (AH) de
turfa, em seguida a realizada a extracdo do mesmo em residuos vegetais por Vauquelim.
Somente entre o periodo de 1829 a 1837, Sprengel observou que solos alcalinos tinham maior
abundancia de AH, tornando-os mais férteis, iniciando os estudos de compreensdo da origem
e composicdo das SH (SOUZA & SANTANA, 2014).

Oden (1919) criou a nomenclatura de acido fulvico (AF), &cido himico(AH) e humina
(HU), surgimento da classificacdo das da SH . Anos seguintes, em 1960 comecou 0 emprego
da ressonancia magnética nuclear (RMN) para melhor compreensdo da estrutura e
funcionalidades das SH (SANTOS et al., 2013).

Apesar dos longos anos de estudos das SH, ainda ndo foi possivel definir o real
modelo estrutural que possa explicar a composicdo quimica, estrutural, forma e tamanho das
SH. Porém trés modelos ndo mais utilizados para explicar a estrutura da SH, sdo eles: o
modelo macromolecular proposto por Kononova (1982) e Stvenson (1994), tendo a SH
considerada um polieletrolito de acido fraco; o0 modelo micelar proposto por Wershaw (1993)
neste modelo foi proposto que a SH compde a macroestrutura e as propriedades
macromoleculares sdo derivadas de associacdes de espécies pequenas moleculares em
estruturas de micelas; o Gltimo modelo proposto desdobrado por Piccolo (2002), define a SH
como associacdo supramolecular formado de pequenas moléculas heterogéneas estabilizadas
por ligacOes fracas, podendo ser rompidas por acidos organicos.

As SHs séo constituidas por acidos fulvicos (AF), acidos humicos (AH) e Humina
(HU), classificados com base na solubilidade em meio &cido ou alcalino (ROSA et al., 2009).
As HU encontra-se fortemente ligada a fragdo mineral do solo, insoluvel em qualquer pH
(SOUZA & SANTANA, 2014). Os AH possuem predominantemente compostos hidrofébicos
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estabilizado em pH neutro (ROCHA, 2014). Os AF possuem menor peso molecular, maior
polaridade e maior solubilidade (FONTANA et al., 2011).

2.4 Simbiose Micorrizica Arbuscular

As interagdes simbioticas sdo importantes para a manutencdo dos ecossistemas, pois
consistem em associacdes de individuos de espécies diferentes, cuja relacdo beneficia pelo
menos um dos envolvidos. Quando ambos individuos envolvidos sdo beneficiados pela
associacdo, denomina-se simbiose mutualistica, ocorrendo o aumento da performance nos
organismos em comparacao a situacdo sem estabelecimento da simbiose (BEGON, 2006).

Na associacdo mutualistica encontram-se as micorrizas, termo derivado do grego
(mykes= fungo e rhyza= raizes), para designar a principal associacdo entre fungos
cosmopolita do solo e plantas, que tem como beneficio troca de nutrientes (READ; PEREZ-
MORENO, 2003).

Inicialmente, os fungos micorrizicos foram dissociados em dois grupos, sdo eles:
endomicorrizas e ectomicorrizas. A principal diferenca entre os dois refere-se a localizagédo
das estruturas de colonizacdo nas células vegetais. As endomicorrizas possuem estruturas no
interior das células vegetais, e as ectomicorrizas apresentam estruturas inter-celular (FRANK,
2005). Embora estes dois termos sejam usualmente utilizados, pesquisas constataram a grande
diversidade micorrizica, tornando a classificacdo insuficiente para categoriza-la
adequadamente (VALADARES et al., 2016). Assim, Haley & Smith (1983), proporam sete
tipos de micorrizas seguintes: ectomicorrizas, ectendomicorrizas, arbusculares, ericoides,
arbustoide e orquidoide.

Dentre os tipos de micorrizas citadas, as arbusculares representam a simbiose mais
generalizada, formada entre fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e plantas vasculares.
Evidéncias fdsseis indicam que as primeiras plantas terrestres foram colonizadas por fungos
qgue apresentavam estruturas miceliais e esporos semelhantes aos atuais micorrizas
arbusculares (MA) (REDECKER et al., 2000). Sendo assim, fica evidente a capacidade do
FMA em formar associacdes com plantas no inicio da evolucdo vegetal, e hoje a capacidade
de associagdo esta distribuida amplamente em todo reino vegetal, incluindo angiospermas,
giminosperma, pteridofita e algumas bridfitas. Dentre as angiospermas cerca de 80% das
espécies sdo capazes de formar simbioses micorrizicas arbusculares. (BATTINI et al., 2017;

Pertencente ao Filo Glomeromycota, os FMAs sdo organismos biotréficos obrigatorios
que se associam a diversas raizes de plantas vasculares terrestres, epifita, aquaticas e talos de
bridfitas (SOUZA et al., 2010). As estruturas fungicas que definem este tipo de micorriza séo
hifas inter e intracelulares, micélio extrarradicular, esporos e vesiculas intra e extracelulares,
estas denominadas células auxiliares (SMITH & SMITH, 2012). A principal estrutura que
caracteriza o0 FMA séo os arbusculos (Figura 2), formados por hifas altamente ramificadas
que colonizam o interior das células do cértex radicular. Esta estrutura ocupa area entre a
parede celular e a membrana plasmatica, através de invaginacoes, e sdo consideradas o maior
sitio de intercAmbio de agua, nutrientes e carbono entre o fungo e a planta (STURMER &
SIQUEIRA, 2013).



Figura 2. Estrutura micorrizica arbusculo no interior da célula vegetal.

De modo geral, a interacdo entre os individuos possibilita a absor¢do de nutrientes
pela planta, principalmente o P elemento pouco disponivel nos solos tropicais, através dos
prolongamentos das hifas extracelulares aumentando a area de contato com a solugédo do solo
0 que seria impossivel pelas raizes devido ao seu didmetro maior (JAKOBSEM, 1999). Em
contrapartida a planta favorece o fungo ao suprir a demanda de carbono na forma de sacarose,
uma vez que 0os FMAs nédo conseguem degradar o C presente no solo (L1U, 2010). Ao terem
acesso as fontes de carbono da planta os FMAs funcionam como dreno do carbono da
atmosfera para o solo, em resposta a planta aumenta a taxa fotossintética (BERBARA et. al.,
2006). A contribuicdo das hifas ndo limita-se a absorcdo de nutrientes e incremento da
biomassa, sua capacidade de formar rede interligando as particulas contribui na estrutura e
estabilidade do solo, por sua vez, sdo fungdes que interferem na mobilidade de nutrientes,
disponibilidade hidrica, penetracdo das raizes e potencial erosivo dos solos. O micélio externo
é responsavel pela exsudacdo de glicoproteinas hidrofobicas denominada glomalina, capaz de
permanecer no solo até sua mineralizacdo por cerca de 42 anos, servindo de aporte de C no
solo. Analoga a funcdo das hifas na qualidade fisica do solo, a glomalina promove condicdes
favoraveis ao equilibrio da microbiota do solo, podendo ser empregada como indicador de
qualidade e manejo do solo (PURIN & RILLING, 2008).

A trama micelial desenvolvida pelo fungo é capaz de formar conex@es hifais entre os
sistemas radiculares de plantas vizinhas, podendo ser espécies semelhantes ou distintas. A
interconexao entre as hospedeiras possibilita a troca de nutrientes e sinais. Quando uma planta
sofre fitomoléstias, as outras interligadas recebem o sinal, e ativam mecanismos de defesa
(SELOSSE et al., 2006). As consequéncias dessa trama micelial para a competicdo
interespecifica em comunidades vegetais sugerem que ela seja elemento importante na
definicdo de sucesséo vegetal (BERBARA et al., 2006).

Apesar das evidéncias de vantagens da associacdo micorrizica, nem todas as espécies
vegetais desenvolvem associagdo com o fungo. Quanto & dependéncia micorrizica, estas
podem ser classificadas em obrigatdrias, facultativas ou ndo-micorrizica (Smith & Read,
1997).

Plantas pertencentes as familias Juncaceae, Caryophyllaceae e Brassicacea ndo fazem
associacdao micorrizica, em geral apresentam sistema radicular bem desenvolvido, composto
por muitas raizes finas e pelos radiculares.

Outras espécies ndo crescem na auséncia de micorrizas, principalmente em solos com
baixos teores de nutrientes. InUmeras espécies vegetais sdo dependentes de micorrizas para
absorcéo de P, como mandioca e batata-doce.



O carater facultativo da associacdo pode ser observado em condi¢des com alta
disponibilidade de P, espécies de dependéncia facultativa se beneficiam da simbiose apenas
em ambientes de baixa fertilidade.

Para o estabelecimento da simbiose, primeiramente é necessario a emissdo de sinais
pela planta (LAPARRE et al., 2014), até 0 momento a compreensao da liberacdo e percepcao
desses sinais na associagdo ainda sdo escassas, mas sabe-se que a exsudagédo de determinados
compostos pelas raizes sdo capazes de estimular a ramificacdo das hifas (LAMBAIS;
RAMOS, 2010). Um conjunto de experiéncias de purificacdo concluiu que os exsudados
continham diversos compostos de natureza hidrofébica e hidrofilica (NAGASHI & DOUDS,
2000; NAGASHI & DOUDS, 1999).

Obrigatoriamente a presenca da hospedeira torna-se importante para intensa
ramificacdo das hifas, pois em sua auséncia o crescimento hifal cessa (KOSKE, 1891).

Para que a simbiose seja efetivada sdo necessarios varios eventos. De acordo com
SIQUEIRA (1994), a infec¢do ¢ iniciada logo apds o contato de um propéagulo com a raiz, as
hifas se diferenciam em apressorio, estrutura que auxilia na penetracdo, permitindo a entrada
do FMA no apoplasto da hospedeira. Esse primeiro contato se da pela pressdo mecancia e
degradacéo da parede celular por enzimas produzidas pelo fungo. Apds a penetragéo, o fungo
forma enovelamentos denominados arbusculos, que colonizam o apoplasto e células do cértez
denominados arbusculos.

A eficiéncia da coloniza¢do micorrizica esta atrelada a fatores bidticos e abioticos.
Dentro dos fatores abidticos a temperatura do solo influencia diretamente a germinacao,
penetracao e sobrevivéncia dos esporos de FMA, as espécies de FMA apresentam limitagdes
diferentes quanto a temperatura do solo. O estabelecimento micorrizico é afetado por
caracteristicas fisico-quimicas do solo (BORNO et al., 2018)

Moreira & Siqueira (2006) observaram na presenca de fosforo e potassio
favorecimento da polifreracdo de maior nimero de espécies de FMA no solo, possibilitando o
equilibrio na comunidade de FMA. O ferro e o cobre tem sua acdo na penetracdo fungica de
acordo com a concentracdo, interferindo positivamente na micorrizacdo ou atuando como
fungistatico em concentra¢es mais elevadas (HEPPER, 1979).
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4 CAPITULOI

EFEITO DO CADMIO NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE
PLANTAS DE ARROZ
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4.1 RESUMO

O cadmio é um metal pesado que ndo desempenha funcdo no organismo, € inserido no
ecossistema principalmente por acdes antrépicas e seu consumo causa Sérios riscos a saude
humana. Sua presenca no meio ambiente afeta o funcionamento da cadeia alimentar em niveis
residuais, devido sua alta toxicidade e persisténcia. O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais
mais consumido, e possui alta capacidade de absorcéo de Cd*? em seus tecidos, portanto, é
considerado o cereal que mais incorpora metal pesado na dieta humana. A contaminagéo de
Cd*? na agricultura causa danos ao desenvolvimento vegetal, devido & inativagdo enzimética,
além de competir com elementos essenciais, dificultando a absor¢do de nutrientes pela planta.
Por esta razdo, no presente estudo foram utilizadas plantas de arroz cv. BRS Esmeralda, com
objetivo de determinar a concentragdo maxima de Cd*? tolerével pela planta. Para tal, foram
testadas diferentes concentragdes de Cd*? (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 mM), buscando comparar
seus efeitos no desenvolvimento vegetal através da avaliacdo de biomassa, da morfologia
radicular e, rendimento fotossintético. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado,
composto por cinco tratamentos e dez repeticdes. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, as plantas foram cultivadas em vasos contento substrato de areia lavada e
autoclavada, os tratamentos foram adicionados nas unidades experimentais através de solucéao
nutritiva a cada trés dias. Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica de
regressdo para determinacdo da dose méxima tolerdvel. Este estudo demonstra que doses
crescentes de Cd*? apresentaram tendéncia de reducdo da matéria fresca e seca da parte aérea
e radicular. As concentracfes de 0,05 mM e 0,1 mM afetaram negativamente a producgéo de
biomassa, 0 mesmo foi observado na maioria dos parametros radiculares estudados, em que as
maiores concentracOes afetaram diversos parametros da arquitetura radicular. N&o houve
alteracdo nas variaveis da fluorescéncia transiente da clorofila a nos tratamentos estudados,
podendo ser devido ao curto periodo de exposicdo ao metal pesado. Na condicdo experimental
estudada, a concentracdo de 0,025 mM torna-se a maxima toleravel por plantas de arroz cv.
BRS Esmeralda.
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4.2 ABSTRACT

Cadmium is a heavy metal that does not play a role in the organism, it is inserted into the
ecosystem mainly by human actions and its consumption causes serious risks to human
health. Its presence in the environment affects the functioning of the food chain at residual
levels due to its high toxicity and persistence. Rice (Oryza sativa L.) is one of the most
consumed cereals, and has a high Cd* 2 absorption capacity in its tissues, therefore, it is
considered the cereal that most incorporates heavy metal in the human diet. Contamination of
Cd* 2 in agriculture causes damage to plant development, due to enzymatic inactivation, in
addition to competing with essential elements, hindering the absorption of nutrients by the
plant. For this reason, in the present study rice plants cv. BRS Esmeralda, with the objective
of determining the maximum concentration of Cd*? tolerable by the plant. To this end,
different concentrations of Cd * 2 (0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 mM) were tested, seeking to
compare their effects on plant development through the evaluation of biomass, root
morphology and photosynthetic yield. . A completely randomized design was used, composed
of five treatments and ten repetitions. The experiment was carried out in a greenhouse, the
plants were grown in pots containing washed and autoclaved sand substrate, treatments were
added to the experimental units using nutrient solution every three days. The results obtained
were subjected to statistical regression analysis to determine the maximum tolerable dose.
This study demonstrates that increasing doses of Cd*? showed a tendency to reduce the fresh
and dry matter of the aerial and root parts. The concentrations of 0,05 mM and 0,1 mM
negatively affected the biomass production, the same was observed in most of the studied root
parameters, in which the highest concentrations affected several parameters of the root
architecture. There was no change in the variables of chlorophyll transient fluorescence in the
treatments studied, which may be due to the short period of exposure to heavy metal. In the
experimental condition studied, the concentration of 0,025 mM becomes the maximum
tolerable for rice plants cv. BRS Emerald.
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4.3 INTRODUCAO

O céadmio (Cd*®) é um metal pesado encontrado no solo, atmosfera e &gua,
considerado elemento mais fitotoxico, devido a alta solubilidade em agua e persisténcia no
ecossistema (GORINOVA et al. 2007). Presente em baixas concentracfes nos solos pode
sofrer alteracGes em suas concentracOes por fatores naturais como atividade vulcénica, erosao
de rochas sedimentares e fosfaticas, ou através da acdo antrépica (GRANT,2011).

A crescente busca pelo aumento da produtividade agricola tem contribuido para adi¢do
de tal elemento aos solos, principalmente através do uso intensivo de herbicidas, fertilizantes
fosfatados, uso de aguas residuais, dentre outras praticas. Embora ndo seja essencial para o
desenvolvimento vegetal, em contato com a planta, o cadmio elemento bivalente compete nos
sitios ativos de elementos essenciais, sendo facilmente absorvido. (KIM et al., 2002).

A contaminagdo por este elemento em solos agricolas é considerado um problema
ambiental e generalizado (GALLEGO et al.,, 2012), nas lavouras de arroz, a aplicacao
intensiva de fertilizantes fosfatados, dentre outros insumos agricolas consistem nas principais
fontes antropogénicas de poluicdo de Cd (DU et al, 2012). Considerado alimento base da dieta
de diversas culturas, o arroz é um cereal que tem capacidade de absorver prontamente o Cd*?
disponivel no solo e ser transportado até os graos (AZIZ et al., 2015; KOSOLSAKSAKUL et
al., 2014; URAGUCHI et al., 2009). No entanto a capacidade de acumula¢do do metal pesado
varia de acordo com a cultivar de arroz (TANG et al., 2015; YU et al., 2006)

Na planta a fitoxicidade do cddmio é observada na reducdo do crescimento, no
desenvolvimento, fisiologia e nutricdo mineral (XANG et., 1996), tendo o principal efeito na
inibicdo da fotossintese. Tal fato pode ser atribuido a acdo direta na sintese de clorofila, na
organizacdo dos cloroplastos, no transporte de elétrons e na atividade enzimatica (CHUGH &
SAWHNEY,1999; STORBAT et al., 1985), ou na acdo indireta do metal na abertura
estomatica, disponibilidade de CO, e na absorcdo de agua (BARYLA et al., 2001; COSTA et
al., 1994)

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de estudos sobre os efeitos da presenca
do cadmio na rizocultura, a fim de averiguar o seu comportamento em diferentes cultivares da
cultura. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes concentracdes
de Cd em plantas de arroz cv. BRS Esmeralda, no desenvolvimento vegetal, parametros
radiculares e no rendimento fotossintético, com intuito de determinar a concentragdo maxima
toleravel pelas plantas de arroz.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Material vegetal e condiges gerais de experimentacao

O experimento de dose maxima de Cd*? toleravel em arroz foi conduzido durante 20
dias em casa de vegetacdo, no Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica, RJ. Foram utilizadas sementes
de arroz var. BRS Esmeralda, estas foram previamente lavadas com tween, desinfestadas com
hipoclorito de sodio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com agua destilada. Apos
a desinfestacdo as sementes foram postas para germinar sob gaze em potes que continham
agua destilada. Quatro dias apds a germinacdo, as plantulas foram colocadas em solucdo de
Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) modificada a 1/4 de forga idnica. Apos trés dias foi
trocada a solucdo para Y2 forca ibnica, em seguida feita a selecdo das plantulas mais vigorosas
e homogéneas para serem transplantadas em potes contendo areia lavada e autoclavada.

Para estudar o efeito das diferentes concentracdes de Cd*? e determinar a dose méaxima
toleravel em arroz cv. BRS Esmeralda, foi preparada solucéo de Hoagland modificada a ¥ de
forca ibnica e adicionado os tratamentos utilizando CdCl, como fonte de cadmio, sendo
trocada a cada trés dias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), composto
por quatro plantulas de arroz por pote (unidade experimental), tendo para cada tratamento (0 ;
0,01; 0,025; 0,05; 0,1 mM Cd*?) dez repeticdes, totalizando 50 unidades experimentais. As
analises estatisticas de regressdo foram realizadas no programa R, verséo 1.7.1.

4.4.2 Avaliacdo da cinética de emissdo de fluorescéncia transiente da clorofila a (O-J-I1-
P)

Aos vinte dias apds o transplantio foi medida a fluorescéncia transiente da clorofila a
pela manha antes das primeiras horas de luminosidade, utilizando um fluorémetro portétil
(HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Seguindo a recomendacdo do
fabricante, os clips foram colocados no terco médio da folha mais nova expandida em dez
repeticdes de cada tratamento durante vinte minutos para adaptacdo ao escuro total. A
emissdo de fluorescéncia é induzida em uma &rea de 4 mm de didmetro da folha pela
exposicao de pulsos de luz saturante numa intensidade de 3.000umol m?s™, sendo o intervalo
entre os pulsos de 500 ms. A partir da curva de emisséo da fluorescéncia transiente obtida, as
intensidades determinadas a 50 ps (fluorescéncia inicial- F0), 100, 300us, 2 (FJ) e 30 (FI) ms
e FM (fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o calculo dos parametros e estabelecidos
pelo Teste JIP (STRASSER & STRASSER, 1995) (Tabela 1).
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Tabela 1. Principais parametros do Teste JIP (Adaptada de: STRASSER et al., 2004 &

YUSUF et al., 2010).

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fu-Fo

Fy/Fm

Vi

\%

Vi

Mo = 4(F300us —Fo)/(Fm—Fo)
Ss = VJ/MO

Sm = (Area)/(Fy—Fo)

N = S,/Ss

Fluorescéncia variavel

Rendimento quantico maximo do FSII

Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”

Fluorescéncia variavel relativa em relagdo ao nivel J

Fluorescéncia variavel relativa em relago ao nivel |

Declive inicial aproximado (em ms™) da fluorescéncia transiente V = f (t)
Area total normalizada complementar correspondente apenas a fase OJ
(reflete um Gnico volume de eventos de reducdo de QA)

Area total normalizada complementar acima da curva OJIP (reflete multiplos
eventos de reducdo QA)

Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons
entre o tempo de 0 e t (necessario para atingir FM)

Atividade especifica por centro de reacédo (RC)

ABS/RC =Mo(1/V,) (1/9Po)
TR()/RC = MO (l/VJ)

ET()/RC = MO (l/VJ) “PO
DI,/RC=(ABS/RC)—(TR/RC)

RE(/RC

Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absorcéo por
RC

Maxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando em uma
reducdo da plastoquinona (QA")

Reoxidagdo da QA" via transporte de elétrons em um RC ativo

Raz&o de dissipacédo total de energia de excitacdo ndo capturada do total de
RC, sendo a dissipacéo neste caso a perda de energia na forma de calor
Reduc&o do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons do FSI por
RC

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

©Po = TR/ABS = Fy/Fy
(PEO = ETolABS

¢Do = 1 — ¢Po = (Fo/Fy)
(PRO = RE()/ABS

Rendimento quantico maximo fotoquimico

Rendimento quantico de transporte de elétrons de QA’para o intersistema de
aceptores de elétrons

Rendimento quéntico para dissipacdo de energia

Rendimento quantico de transporte de elétrons de QA™ para o aceptor final de
elétrons do FSI

Eficiéncias

Yo = ETo/TRy

Po = RE()/TRO

60 =R E()/ETO

Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron de QA"
ara o intersistema de aceptores de elétrons
Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron
dentro da cadeia de transporte de elétrons de QA para os aceptores finais de
elétrons do FSI
Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de aceptores de
elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI

indices de desempenho

_ RC Ppo Yo y_
Plags = a8s (1—<pp0) X (1—\;1 )

_ 8o
Pl agstotal = Plags X (_1 s )
—0o0

= RC TRo . _ETo indice de desempenho fotossintético (conservagdo de
o/ ABS "DIly ~ 1-ETg

energia a partir do éxciton para a reducdo dos aceptores de
elétrons do intersistema).

indice de desempenho fotossintético total
(conservacdo de energia a partir de éxciton para a redugdo de
aceptores finais do FSI).
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4.4.3 Parametros morfoldgicos radiculares

Para avaliagdo do sistema radicular de cada tratamento, foram coletadas as raizes e
lavadas com agua destilada, individualmente foram colocadas em cuba acrilica de 20 cm de
largura por 30 cm de comprimento, contendo aproximadamente 2 mm de lamina de &gua para
diminuir o efeito de sobreposicdo de imagem durante a digitalizacdo das mesmas. As raizes
foram digitalizadas em scaner profissional Epson Expression 10000 XL, equipado com luz
adicional (TPU) com resolucéo de 600 dpi (pontos por polegada) e salvas no formato TIF. As
imagens capturadas foram analisadas com auxilio do programa WinRhlZO (Reagent
Instruments Inc., Quebec, Canada), os dados salvos em documento de notas, seguidamente
convertido ao Excel para analises dos dados. Foram analisados e quantificados 18 diferentes
caracteristicas morfoldgicas de raizes: comprimento (mm), area (mm?), didmetro médio (mm),
volume (mm?®), total de raizes, nimero de bifurcacdes. Dentro dos parametros de
comprimento, area, volume e numero de raiz, foram separados em classes de raizes superfina
(0,5<d< 1,5 mm), fina (1,5<d< 3,5 mm) e grossas (d> 3,5 mm).

4.4.4 Avaliacéo da producéo de biomassa

O material coletado foi separado em parte radicular e aérea, em seguida pesado em
balanca analitica para determinacdo da matéria fresca da raiz (MFR) e matéria fresca da parte
aérea (MFPA). Posterior a pesagem do material fresco, foi mantido em estufa de circulacao
forcada de ar (50+ 5°C) até atingir a massa constante. Para a determinacdo da matéria seca, 0
material foi novamente pesado e separado em matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca da
parte aérea (MSPA).
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

45.1 Efeito das diferentes concentracdes de Cd** no desenvolvimento vegetal e na

arquitetura radicular.

Para verificar o desenvolvimento inicial de plantas de arroz cv. BRS Esmeralda em
contato durante 15 dias com Cd*?, foram analisadas a producéo de biomassa e as alteracdes na
arquitetura radicular. As plantas de arroz apresentaram um modelo vegetal satisfatorio para o

estudo da toxicidade por Cd*?,
Concentragdes crescentes de Cd*? resultaram na diminuicdo da producdo de matéria

fresca e seca (Figura 3), efeito semelhante foi observado na morfologia radicular (Figura 4).

A B

MSPA (g planta™)
o
MFPA (g planta?)

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100

Dose de Cd (mM)
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S 012 ~ 06
=~ 0.12 g v
= =
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g 5
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L] ]
~ ~
£, T—— & |
A 0o - = 0.2-

' ' ' '
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Dose de Cd (mM) Dose de Cd (mM)

Figura 3. Producdo de biomassa em arroz cv. BRS Esmeralda sob diferentes niveis de Cd+2.
MFPA (matéria fresca da parte aérea), MSPA (matéria seca da parte aérea), MSR (matéria

seca da raiz), MFR (matéria fresca da raiz).

O desenvolvimento da parte &rea foi afetado negativamente na presenga de solugdo
nutritiva com Cd*?, a MFPA e MSPA apresentaram maior reducdo e/ou inibicdo em seu
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desenvolvimento nos tratamentos 0,05 e 0,1 mM Cd*?, assim como MFR em que apresentou
comportamento quadratico com reducdo em todos tratamentos na presenca do metal pesado.

O efeito toxico do Cd** foi evidenciado em diversas culturas, com reducdo no
crescimento da parte aérea, mesmo em espécies consideradas resistentes ao metal pesado.
Relatos em espécies como Gossypium hirsutum L. (DAUD et al.,2013), Eucalyptus maculata
(SOARES et al.,2005), Cucumis sativus L.(FENG et al., 2010) reforcam a acdo do elemento
na inibicdo no desenvolvimento vegetal. Nas plantas, os sintomas iniciais dos processos
fisiologicos influenciados pelas elevadas concentracdes do metal pesado consiste na inibicdo
do crescimento radicular e da parte aérea (BOUSSANA et al., 1999), tal fendmeno foi
evidenciado no presente estudo, pois Cd causa distirbios no transporte de 4gua e de elementos
esséncias a planta

Quanto a MSR, o tratamento com 0,05 mM Cd*? ocasionou a menor producdo de
matéria seca, tendo o tratamento com adic¢do de 0,1 mM a producdo similar ao controle. Tal
situacdo pode ser explicada pelo fato do Cd*? afetar o controle osmético celular e
consequentemente reduzir a incorporacdo de agua no tegumento, por isso doses maiores de
Cd*? reduziu a MFR e MFPA, porém houve sutil estimulo da MSR na concentracdo mais
elevada, o que pode ser explicado como estratégia de defesa utilizada pela planta ao
desenvolver seu sistema radicular e/ou aumentar a producéo de fibras celulares com intuito de
aumentar a tolerancia ao metal pesado e absorcao de nutrientes.

Segundo Wagner (1993), o aumento das concentraces de Cadmio nas plantas diminui
na seguinte ordem os 6rgdos: raizes; folhas; grdos. Diante desta afirmativa, os parametros
radiculares analisados (Figura 4, Figura 5), tornam-se importantes na observacédo de alteracfes
da arquitetura radicular em diferentes concentracdes do metal pesado, ajudando compreender
0 comportamento do sistema radicular sob estresse abidtico.
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de Cd*? na morfologia radicular de plantas de
arroz cv. BRS Esmeralda. (A) area total; (B) volume total; (C) nimero de raizes; (D) total de
bifurcacdes; (D) diametro médio total; (F) comprimento total da raiz.
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Figura 5. Efeito de diferentes concentracdes de Cd+2 nas classes de morfologia radicular,
classificadas em superfinas (0,5-1,5 mm), finas (1,5-3,5 mm) e grossas (>3,5mm). Area total
(AT), volume total (VT), nimero de raizes (NR), comprimento total de raiz (CTR).

O sistema radicular do arroz é formado principalmente por raizes adventicias, as raizes
mais grossas tendem a crescer em profundidade e as mais finas superficialmente. As raizes do
sistema inundado sdo mais finas e fibrosas, enquanto que raizes do sistema sequeiro Sao
alongadas e mais grossas podendo atingir até 140 cm de profundidade (YOSHIDA &
HASEGAWA, 1982).
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A morfologia e a distribuicdo das raizes sdo importantes na absor¢do de nutrientes
presentes na solucdo do solo com menor disponibilidade a planta, sua demanda pode limitar a
produtividade de grdo na lavoura. Nas proximidades das raizes é formada a regido de
deplecdo, onde os nutrientes sdo absorvidos em quantidade superiores a reposi¢do do solo. A
area superficial da raiz é proporcional a taxa de difusdo, além disto uma maior dimensao das
raizes na exploragdo do solo diminui a distancia de transporte do nutriente, consequentemente
aumenta a taxa de difusdo (BARBER, 1984)

Os resultados demonstraram que a adicdo de Cd*? provocou reducio na maioria dos
parametros radiculares, como bifurcacGes, volume, area e raizes laterais. As concentragdes
maiores (0,05 e 0,1 mM) tiveram as reducOes mais evidentes, nestas concentracées houve o
aumento do diametro medio radicular e dentre as raizes totais, as raizes finas (1,5-3,5 mm)
tiveram maior quantificacao.

Foi evidencia no presente trabalho que o metal pesado reduziu grande parte dos
parametros analisados, sendo a regido radicular a mais impactada. As plantas durante o
desenvolvimento inicial sdo altamente suscetiveis ao Cd, devido a facil absor¢édo do elemento
pelas raizes.

A reducdo no desenvolvimento radicular € um dos primeiros sintomas de estresse por
cadmio, devido o 6rgdo ser o primeiro em contato com o metal pesado. A redugdo no
crescimento radicular pode estar ligada perda da viabilidade celular. De forma similar,
diversas espécies sob estresse por Cd apresentaram forte correlacdo entre inibicdo do
crescimento radicular e inducdo da morte celular (DE MICHELE et al., 2009). Outro sintoma
observado no presente estudo, constatou 0 aumento do didmetro médio das raizes, indicando o
estresse pelo metal pesado principalmente na concentracdo de 0,05 mM, comprovando 0s
efeitos prejudiciais do Cd*? em plantas de arroz, descrito em literatura como mecanismo de
defesa em planta em condicgdes de estresse por metal pesado (LUX et al.,2011).

O engrossamento da raiz é decorrente do aumento da rigidez provocada pela produgéo
de lignina e diferenciacdo acelerada das raizes. O didmetro da raiz impacta a capacidade de
absorcédo de nutrientes, raizes mais finas sdo geralmente mais novas, apresentam mais rapidez
na absorcdo de nutrientes devido ao menor trajeto até o xilema.

45.2 Efeito na fluorescéncia transiente da clorofila a

A curva OJIP e valores de intensidade de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P em Oryza
sativa L. var BRS Esmeralda (Figura 6, Tabela 1), demonstraram que na curva OJIP os
tratamentos com doses Cd*?ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
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Figura 6. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida da espécie vegetal
submetida as doses diferentes.
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Figura 7. Parametros do Teste JIP obtidos da (espécie vegetal) submetida a diferentes doses de metal,
expresso em relacéo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1).

Tabela 2. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P
(FM) obtidas da (espécie vegetal) submetida as doses de metais.

Cadmio PHI(Po) ABS/RC TRo/RC ETo/RC Dio/RC REo/RC Piabs Pltotal
Controle  080a 256 204"  102a 053" 050a 1,550 1,49
001mM 080a 242 1,93  1,00ab 049  048a 1,78 1,64
0,025mM 080a 2,47 1,98  10la 049  048a 172 1,57
005mM  079a 2,51 1,99  1,00ab 052  049a 158 1,47
01mM  039b 245 1,94  094b 051  04lb 151 1,19
C.V (%) 1,92 5,55 4,91 3,57 8,2 5,57 17,25 19,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

De modo geral, diversas espécies de plantas em contato com Cd tem sua sintese de
cloroplastos reduzida, e consequentemente sofre alteracdes no sistema fotossintético (XUE et
al., 2013; YING et al. 2010; LOPEZ-MILLAN et al. 2009). Um dos sintomas na parte aérea
observado nas plantas contaminadas consiste na clorose e reducdo do crescimento.

O ensaio conduzido apresentou somente o sintoma de reducdo do crescimento com o
aumento da concentracdo de Cd presente na solugdo nutritiva. Verificou através da anélise de
fluorescéncia da clorofila a, que ndo houve alteracdo entre os tratamentos, indicado que nédo
houve alteracdo no aparato fotossintético. O curto periodo de contato com a solucéo
contaminada pode ter sido insuficiente para provocar alteracfes fotossintéticas.
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4.6 CONCLUSAO

Os tratamentos com caddmio afetaram negativamente todos os parametros estudados, as
maiores concentracdes (0,05 e 0,1 mM) influenciaram na reducdo da producdo de matéria
fresca e seca da parte aérea e radicular.

O sistema radicular do arroz apresentou reducdo nos parametros morfoldgicos
avaliados, dentre eles o comprimento total, area total, volume total, porém houve o aumento
do didametro medio total nos tratamentos com maiores concentracdes do metal pesado.

N&o houve alteracdo no aparato fotossintético nos tratamentos estudados, podendo ser
devido ao curto periodo de exposi¢cdo ao metal pesado.

Na condicdo experimental estudada, a concentracdo de 0,025 mM torna-se a méaxima
toleravel por plantas de arroz cv. BRS Esmeralda.
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5 CAPITULO II

EFEITO DA SUBSTANCIA HUMICA ISOLADA DE
VERMICOMPOSTO NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DO
ARROZ
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5.1 RESUMO

O presente capitulo teve como objetivos: i) Determinar a dose-resposta de SH-Vc em arroz
cv. BRS Esmeralda, ii) Avaliar o efeito da SH-Vc no desenvolvimento inicial de pléntulas de
arroz. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em que plantas de arroz cv. BRS
Esmeralda foram cultivadas em vasos contento como substrato areia lavada e autoclavada. Os
nove tratamentos de SH-Vc (0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg L™) foram incorporados &
solugéo nutritivas e trocada a cada trés dias. Foram realizadas coletas com 72, 96, 120 e 144
horas apo6s o inicio dos tratamentos. O experimento utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC) composto por nove concentragdes de SH-Vc, quatro horarios de coletas e cinco
repeticdes. Foram analisadas os parametros de matéria fresca e seca em suas fracOes
(radicular e foliar), e a morfologia radicular foi estudada através dos pardmetros nimeros de
raizes, diametro meédio e volume de raiz. Os resultados obtidos no presente ensaio
demonstram que a SH-Vc apresenta resposta positiva no estimulo da producao de biomassa e
aos parametros radiculares estudados. A resposta da SH-Vc na cultura de arroz é dependente
da dosagem empregada ao periodo de exposicdo do material, apresentando comportamento
quadratico. As concentracdes 40 e 60 mg L™ de SH-Vc foram mais eficientes na promocéo de
biomassa e desenvolvimento radicular.

Palavra-chave: Bioestimulante, vermicomposto, morfologia radicular.
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5.2 ABSTRACT

This chapter aimed to: i) Determine the dose-response of SH-Vc in rice cv. BRS Esmeralda,
i) Evaluate the effect of SH-Vc on the initial development of rice seedlings. The experiment
was conducted in a greenhouse, in which rice plants cv. BRS Esmeralda were cultivated in
pots containing washed and autoclaved sand as substrate. The nine treatments of SH-Vc (0, 1,
5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg L™) were incorporated into the nutrient solution and changed
every three days. Collections were carried out 72, 96, 120 and 144 hours after the start of
treatments. The experiment used was completely randomized (DIC) consisting of nine
concentrations of SH-Vc, four collection times and five repetitions. The parameters of fresh
and dry matter in their fractions (root and leaf) were analyzed, and the root morphology was
studied through the parameters number of roots, mean diameter and root volume. The results
obtained in this assay demonstrate that SH-Vc presents a positive response in stimulating
biomass production and to the studied root parameters. The SH-Vc response in rice crops
depends on the dosage used during the period of exposure of the material, showing a
quadratic behavior. The concentrations 40 and 60 mg L™ of SH-Vc were more efficient in
promoting biomass and root development.

Keyword: Biostimulant, vermicompost, root morphology.
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5.3 INTRODUCAO

O aumento significativo da populacdo trouxe diversas mudancgas de habitos quanto a
alimentacdo e geragdo de residuos. No Brasil cerca de 50% da geragéo de residuo solido é
composto por matéria organica, tendo grande parte destinada a aterros sanitarios, de acordo
com a Lei Nacional de Residuos Solidos (PNRS) instituida pela Lei Federal n° 12.305,
regulamentada pelo decreto n® 7.404, define a compostagem como meétodo ambiental para
destinagdo dos residuos organicos (BRASIL, 2010).

A geracdo de residuos sélidos foi intensificada ao longo dos anos, em consequéncia
do aumento significativo da populacédo e do crescimento econémico, principalmente, apos o
periodo da revolugdo industrial. Esse avanco trouxe mudancas nos habitos de vida e consumo
da populacéo, tornando sua gestdo um dos principais desafios para o planejamento sanitario
das cidades, ja que sua disposicdo inadequada traz inimeros riscos a populacdo e ao meio
ambiente (BEZERRA et al., 2020).

A vermicompostagem é uma técnica de baixo custo que utiliza residuos sélidos
organicos, promovendo a oxidacao da matéria organica por acdo de microrganismos presentes
no trato digestivo de minhocas aumentando a velocidade de decomposi¢do, sendo necessario
0 controle de temperaturas elevadas, neste processo o produto gerado consiste hum material
rico em nutrientes, com alta estabilizacdo e producdo de substancias himicas (AMORIM et
al., 2005; DOMINGUEZ et al., 1997), com maior propor¢do de compostos aromaticos e
polissacarideos (LOQUET & VINCELAS, 1987).

As substancias humicas (SH) interagem com diversos atributos do solo,
melhorando caracteristicas estruturais além de desempenhar papel chave nas funcGes das
plantas (BERBARA & GARCIA, 2014). No solo favorecem o aumento da agregacéo do solo,
a disponibilidade de agua e nutriente, contribuindo para elevacdo da CTC (MORREIRA,
2007; PICCOLO, 2001). Além disso, essas substancias apresentam efeito direto sob as
plantas, seu principal efeito assemelha-se a acdo de auxinas, tendo o efeito mais comumente
observado na estimulacdo do crescimento radicular (CANELLAS et al., 2002; FACANHA et
al., 2002; NARDI, 2002). O incremento no sistema radicular possibilita maior area de
exploracdo no solo e, consequente maior absorcao de nutrientes (BARRAL, 2015)

Na parte aérea foi observado maior producdo de proteinas e contetdos fotossintéticos,
além da promocéo da biomassa em diversas espécies de plantas. Estudos mostram a eficiéncia
da SH ao nivel fisiolégico das plantas, causando modificagdes nos metabolismos primario e
secundario (BERBARA & GARCIA, 2014; CANELLAS et al., 2002; FACANHA et al.,
2002a ; BARRAL., 2015)

Apesar dos efeitos positivos no desenvolvimento vegetal deve-se considerar que,
devido a sua complexidade estrutural, os efeitos das SH no sistema vegetal variam de acordo
com a espeécie e idade planta, do 6rgdo analisado, da origem e concentracdo das SH e das
condigdes em que este foi aplicada ( ROSE et al., 2014; CHEN et al., 2004; KONONOVA,
1982).

Portanto, o presente capitulo tem como objetivo estudar a infléncia da substancia
himica no desenvolvimento vegetal e na morfologia radicular, a fim de determinar a dose-
resposta para cultura do arroz.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Producao e origem do vermicomposto estudado

A substancia humica empregada nos estudos realizados neste trabalho foi extraida de
vermicomposto de esterco de bovino com presenca de restos vegetais produzido na Fazenda
Agroecoldgica pertencente a EMBRAPA Agrobiologia localizada no municipio de
Seropédica-RJ. O processo de vermicompostagem consiste inicialmente no repouso do
esterco bovino fresco em canteiro até estabilizacdo da temperatura em torno de 25°C,
posteriormente sdo adicionadas minhocas (Eisenia foetida) para degradacdo da matéria
organica, o material permanece em repouso por trés meses (90 dias) para finalizacdo do
processo de humificacdo do material.

5.4.2 Extracdo de substancia humica integra

A SH de vermicomposto foi extraida segundo a metodologia recomendada pela
Sociedade Internacional de Substancias Humicas (IHSS, 2013). Na extracdo foi utilizado
KOH 0,1mol L?, na razdo vermicomposto: extrator de 1:10 (v/v), sendo submetido &
atmosfera inerte de N, e posto em agitagdo por mixer a 470 rpm por 16 horas. Finalizada a
agitacdo, o material foi mantido em repouso para decantacdo da fracdo mais densa, o
sobrenadante coletado foi levado a centrifugacdo (4000 rpm) por 10 minutos, em seguida
filtrado e neutralizada (pH= 7,0) a solugdo com HCI 6 mol L™ . Ao final do processo, o
material extraido foi colocado em tubo falcon e congelado a -80 °C, seguindo posteriormente
a liofilizacéo.

5.4.3 Material vegetal e condicdes gerais de experimentacao

O experimento de bioatividade de SH-Vc em arroz (Oryza sativa L. cv. BRS
Esmeralda ) foi conduzido em casa de vegetal do Instituto de Agronomia-UFRRJ, localizado
no municipio de Seropédica, RJ. As sementes de arroz foram desinfestadas com hipoclorito de
sodio (2%) por 10 minutos e posteriormente lavadas com agua destilada. A fim de garantir a
homogeneidade das plantas, as sementes foram semeadas sob gaze em vaso contendo &gua
destilada, ap6s a germinacdo as plantulas receberam solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) modificada com ¥ da forca ibnica (f.i). Apds sete dias da semeadura, foram
selecionadas as plantulas mais homogéneas e transferidas para potes contendo areia lavada e
autoclavada.

Passados quatro dias de aclimatacéo, aplicaram-se os tratamentos. Cada concentracéo
de SH-Vc foi dissolvida em solugdo nutritiva % f.i para serem adicionadas nos potes, onde
esta mesma solucéo foi reposta durante todo experimento a cada trés dias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, composto por
nove concentracdes de SH-Vc (0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 mg L), com coletas nos
periodos de 72h, 96h, 120h e 144h, tendo cada tratamento cinco repeti¢fes, contento 4
plantas por vaso. As analises estatisticas foram realizadas pelo Programa R.
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5.4.4 Parametros de desenvolvimento vegetal

As coletas para avaliacdes de desenvolvimento vegetal iniciaram apdés 72h da
aplicagéo dos tratamentos.

A matéria fresca (MF) e seca (MS), em suas fracGes (raiz, aérea), foi quantificada nos
intervalos correspondente a cada coleta, computando-se as massas de cada parte em balanca
analitica de precisdao. O material fresco logo apds a pesagem inicial foi levado a estufa de
ventilagdo forgada e mantido até que a massa da matéria seca torna-se constate.

Quanto a arquitetura radicular, foram realizadas avaliacdes a partir de 72h apds adicéo
dos tratamentos, e acompanhadas a cada 24 horas até completar 144 horas. Os pardmetros
radiculares analisados foram: numero de raizes, didmetro médio (mm) e volume da raiz
(mm?®), cada pardmetro foi separado em classes de raizes superfina (0,5< d< 1,5 mm), fina
(1,5<d< 3,5 mm) e grossas (d> 3,5 mm). Nesta avalia¢do, utilizou-se o equipamento de scaner
profissional Epson Expression 10000 XL, equipado com luz adicional (TPU) com resolucéo
de 600 dpi (pontos por polegada), as imagens capturas foram analisadas com auxilio do
programa WIinRhIZO (Reagent Instruments Inc., Quebec, Canadd), os dados salvos em
documento de notas, foi convertido ao Excel para analises dos dados.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Producéo de biomassa

Os tratamentos com substancias humicas isoladas de vermicomposto em suas diversas
concentracdes contribuiram ao desenvolvimento vegetal, no crescimento da parte aérea e na
morfologia radicular (Figura 8 e Figura 9). Os efeitos da SH-Vc em solugdo nutritiva em
Oryza sativa L. depende do tempo de exposi¢édo e a concentracao.
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Figura 8. Dose resposta das variaveis mensuradas a cada 24h no intervalo de 72-144h em
plantulas de arroz cv. BRS esmeralda sob doses crescentes de substancia humica extraida de
vermicomposto. (A) Matéria seca da parte aérea (MSPA); (B) Matéria fresca da parte aérea
(MFPA); (C) Matéria seca da raiz (MSR); (D) Matéria fresca da raiz (MFR).

40



B
120 144 72 96 120 144

i gL
e

B

VT (mm’ planta’!)

TR (n planta!)
DMT (mm planta’!)

Dose de SH (mg L) Dose de SH (mg L") Dose de SH (mg L)

Figura 9. Dose resposta das variaveis mensuradas a cada 24h no intervalo de 72-144h em plantulas de arroz cv. BRS esmeralda sob doses
crescentes de substancia himica extraida de vermicomposto. (A) Total de raizes; (B) Diametro médio total; (C) Volume total.
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Figura 10. Dose resposta das variaveis radiculares mensuradas (total de raizes e volume total) dentro das classes de raizes super finas (0,5-1,5 mm), fina
(1,5-3,5 mm) e grossas (> 3,5 mm) em intervalo de 72h-144h em plantulas de arroz cv. BRS Esmeralda sob doses crescentes de substancia himica extraida de

vermicomposto.
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O incremento de substancia humica integra isolada de vermicomposto em solucao
nutritiva proporcionou aumento da matéria fresca e seca da parte aérea e radicular. O estimulo
observado foi dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo da planta a SH-Vc
(Figura x e x). A MFPA e MFPA apresentaram tendéncia com aumento das concentracoes,
apos 144 horas de exposicdo da planta a SH, verificou que as maiores doses reduziram a
producdo de biomassa da parte aérea.

Na MFR e MSR tiveram aumento durante as 120 horas de ensaio, porém as 144 horas
de exposicao aos tratamentos a dose maxima inibiu e/ ou reduziu o crescimento radicular.

O incremento da biomassa deve-se ao fato da aplicacdo de SH aumentar absorcdo de
nutrientes presentes no solo e/ou de fertilizante, consequentemente promove 0 crescimento
das plantas (CELIK et al., 2011; ZANDONADI et al., 2007). Segundo Borsari (2013) as
substancias himicas sdo separadas por solubilidade em &acido hamico e fulvico, ambos
apresentam efeito sobre a absorcdo de nutrientes pelas plantas, pois sdo capazes de se ligar
com sitios ativos de absorcdo na membrana plasmatica e também funcionam como
carreadores de nutrientes do meio externo para 0 meio interno através de interacbes com 0s
fosfolipideos.

E importante salientar que diversos fatores podem interferir na bioatividade da
substancia humica: (a) a espécie e a idade da planta, cada 6rgdo da planta pode ter respostas
diferentes a SH; (b) material de origem e forma de extracdo; (c) caracteristicas fisico-quimicas
do material; (d) concentracdo de SH utilizada, esta pode apresentar efeito estimulante ou
inibitério na planta (ZANDONADI et al.,2014). Diante disto, a escolha do material para
isolamento e a concentracdo empregada em determinada cultura devem ser levados em
consideracdo para que ndo ocorra efeitos indesejaveis.

Diversos autores sugerem que os acidos himicos possuem acdo de bioestimulante
pois acredita-se na atividade similar a fitormonios de classe auxinica, podendo promover o
crescimento do vegetal até mesmo em concentracfes pequenas (BALDOTTO et al., 2009;
FACANHA et al., 2002)

O efeito provocado pelas SH pode ser atribuido ao aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica e a ativacdo da H+-ATPase, este processo esta ligado diretamente a
varios mecanismos importantes no desenvolvimento e crescimento vegetal tais como: (a)
energizacao de sistemas secundarios de translocacdo de ions fundamentais para a absorcao de
macro e micronutrientes, e (b) aumento da plasticidade da parede celular para possibilitar o
processo de crescimento e divisao da célula vegetal (RODDA et al., 2006).
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5.6 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que o presente ensaio foi conduzido, pode-se concluir que:

A SH-Vc proporcionou incremento de todos os parametros estudados, tanto da fragéo
aérea quanto a radicular da planta.

As doses de 40 e 60 mg L™ de SH-Vc mostraram maior estimulo através do
incremento na producdo de biomassa e no desenvolvimento radicular.
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6 CAPITULO Il

INTERACAO DA SUBSTANCIA HUMICA E FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES NO DESENVOLVIMENTO DA
CULTURA DE ARROZ SOB ESTRESSE POR CADMIO
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6.1 RESUMO

O presente capitulo teve como objetivo avaliar a influéncia da interagdo de SH-Vc em arroz
cv. BRS Esmeralda micorrizado sob estresse por cadmio. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo, em que plantas de arroz cv. BRS Esmeralda foram cultivadas em vasos
contento como substrato areia lavada e autoclavada. As plantas foram transplantadas em
substrato contendo in6culo de cada tratamento (Acaulospora mellea, Glomus formosanum,
Glomus sp e Rhizophagus clarus) combinados com presenga ou auséncia de substancia
himica de vermicomposto e cadmio totalizando vinte tratamentos. Foram avaliados aos 65
dias apo6s o transplantio os parametros de mateéria fresca e seca da parte aérea radicular, altura
da planta, teor de fosforo, teor de cadmio, colonizagdo micorrizica e nimero de esporos.
Observou-se nos resultados a interacdo benéfica do Glomus sp na cultura de arroz, assim
como, a interacdo da substdncia humica com fungos micorrizicos na promocdo do
crescimento vegetal. Verificou no presente trabalho que o uso de fungos micorrizcos
aumentou o teor de cAdmio no tecido vegetal.

Palavra-chave: Bioestimulante, vermicomposto, metal pesado.
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6.2 ABSTRACT

This chapter aimed to evaluate the influence of SH-Vc interaction in rice cv. BRS Emerald
mycorrhizal under cadmium stress. The experiment was conducted in a greenhouse, in which
rice plants cv. BRS Esmeralda were cultivated in pots containing washed and autoclaved sand
as substrate. Plants were transplanted in substrate containing inoculum of each treatment
(Acaulospora mellea, Glomus formosanum, Glomus sp and Rhizophagus clarus) combined
with the presence or absence of vermicompost humic substance and cadmium, totaling twenty
treatments. At 65 days after transplanting, the parameters of fresh and dry matter of root
shoot, plant height, phosphorus content, cadmium content, mycorrhizal colonization and
number of spores were evaluated. It was observed in the results the beneficial interaction of
Glomus sp in the rice crop, as well as the interaction of humic substance with mycorrhizal
fungi in promoting plant growth. It was verified in the present work that the use of
mycorrhizal fungi increased the cadmium content in plant tissue.

Keyword: Biostimulant, vermicompost, heavy metal.
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6.3 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial, consequentemente a intensificacéo de atividades
agricolas, industriais e mineradoras, tem sido evidenciado o aumento da acumulacdo de
metais pesados no ambiente, dentre eles o cadmio (ZHANG et al., 2017). A acumulacédo de
metais pesados no solo, que pode causar toxicidade severa em plantas, assim como em seres
humanos (TAIZ et al., 2017). O cadmio é um elemento carcindgeno para seres humanos e
toxicos para células vivas, mesmo em baixas concentraces pode provocar a morte de plantas
(Stohs et al., 2000).

Na China uma pesquisa revelou que cerca de 10% das terras chinesas estavam
contaminadas por metais toxicos, tornando a préatica da agricultura invidvel nestes locais por
apresentarem sérios riscos a saude humana (JAISHANKAR et al., 2014.; FASAHAT, 2014.;
REN et al., 2003). No Brasil, a contaminagdo dos solos levou a regulamentacéo de diretrizes
através da Resolucdo CONAMA 420/2009 alterada pela Resolugdo 460/2013, para 0 manejo
ambiental de areas contaminadas em decorréncia de atividades antrépicas (CONAMA, 2009).

Esforcos estdo em curso para conferir tolerancia ao cadmio em espécies de culturas
sensiveis a sua presenca, utilizando tanto o melhoramento classico de plantas como a
biotecnologia. Outras formas podem ser utilizadas para remocao de metal pesado presente no
solo, no entanto as técnicas fisico-quimicas possuem custo altissimo, e a aplicacdo de técnicas
de fitorremediacdo ou biorremediacdo tem-se mostrado promissoras, sendo objeto de estudo
visando a sua utilizacdo na recuperacdo de areas contaminadas (MARTINS; MELLONI;
MELLONI, 2017).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), além de melhorar a absorcao de fésforo
em solos onde apresentam deficiéncia deste elemento, também podem ser utilizados na
fitorremediacdo ou fitoestabilizacdo dos metais pesados ao produzirem e liberarem na regiéo
rizosférica compostos que se ligam aos metais pesados, complexando-0s e diminuindo sua
mobilidade (KHAN, 2005; SANCHEZ & SALINAS, 1981).

Um estudo com substancias produzidas pelos fungos micorrizicos, identificou na
extracdo de solos contaminados por Cu, Pb e Cd, uma proteina conhecida como glomalina e
hifas do FMA isolado Gigaspora rosea, e identificaram este fungo como potencial
fitorremediador tanto da proteina extraida do solo quanto da extraida das hifas (VODNIK et
al., 2007; GONZALES-CHAVEZ et al., 2004).

Desta forma, o objetivo deste ensaio foi avaliar a influéncia da interagdo da substancia
himica com as espécies de fungos micorrizicos no estabelecimento e no desenvolvimento da
simbiose micorrizica na cultura do arroz na interagdo com FMA em plantas de arroz sob
estresse por cadmio.
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6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Material e condicGes gerais de experimentagio

O experimento de interagdo de SH-Vc e FMA no desenvolvimento de arroz sob
estresse por cadmio foi instalado em casa de vegetacdo do Laboratério de Micorrizas da
Embrapa-Agrobiologia, localizado no municipio de Seropédica-RJ. Neste experimento foram
utilizadas linhagens de FMAs pertencentes ao COFMEA, selecionadas a partir de
levantamento de literatura e disponibilidade de material, além da aplicacdo de dose resposta
de SH-VC (60 mg L™ C) obtida para a cultura no experimento 11 e a dose méxima toleravel de
Cd (0,025 mM) obtida no primeiro experimento.

As sementes de arroz desinfetadas com hipoclorito de sédio (2%) foram lavadas com
agua destilada e deixadas sob gaze embebidas em agua destilada até a germinacdo, apds
quatro dias da germinacdo receberam solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
modificada com ¥4 da forga idnica (f.i), depois de trés dias a solugédo foi trocada para Y2 f.i
total.

Ao alcangar tamanho homogéneo entre as plantulas, foram selecionadas plantulas
uniformes e transplantadas quatro plantulas por potes contendo substrato de areia lavada e
autoclavada. No momento do transplantio houve aplicacdo dos tratamentos de inoculacédo no
substrado, utilizando inoculante-solo na quantidade suficiente para que se tenha no minimo
100 esporos por pote. As plantas foram mantidas em aclimatagcdo por sete dias, sendo
fornecida solucdo de Hoagland modificada por Jarstfer e Sylvia (1995), esta mesma solucgéo
foi reposta a cada trés dias durante a conducdo do experimento. Em seguida ao periodo de
aclimatacdo, deu-se inicio a diferenciacdo dos tratamentos contendo SH-Vc e Cd*?, os quais
foram inseridos na solugéo nutritiva.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com 20 tratamentos,
constituido por 5 tratamentos de inoculacdo combinados com auséncia/ presenca SH-Vc e
metal pesado (Cl,Cd), distribuidos em 15 blocos (repeticoes).

A coleta do experimento ocorreu aos 65 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

6.3.2 Parametros de desenvolvimento vegetal

As coletas para avaliacGes de desenvolvimento vegetal ocorreram aos 65 dias da
aplicacdo dos tratamentos.

A matéria fresca (MF) e seca (MS), em suas fragdes (raiz, aérea), foi quantificada nos
intervalos correspondente a cada coleta, computando-se as massas de cada parte em balanca
analitica de precisdao. O material fresco logo apds a pesagem inicial foi levado a estufa de
ventilagéo forgada e mantido até que a massa da matéria seca torna-se constate.

6.3.3 Determinacao quimica no material vegetal

Para determinacdo dos teores de Ca, Mg, Zn, Cu, Fe e Cd presentes na parte aérea e
radicular do arroz, utilizou-se as amostras secas e moidas, as quais passaram pelo processo de
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digestdo nitrica adotando o método 3050 (modificado) postulado pela USEPA (2008). Para
tal, foi pesado em torno de 100 mg de cada amostra, em seguida depositadas em tubo de
digestdo juntamente com HNOj3 (65%) e deixadas em bloco digestor por 2 horas e 15 minutos
a95+5°C . Apbs o tempo determinado, as amostras retiradas do bloco digestor foram
mantidas em temperatura ambiente até o resfriamento do material, adicionou-se H,O, (30%) e
ao término da efervescéncia, o conteudo digerido foi transferido para tubos de polietileno
onde avolumou-se com agua deionizada e destilada para 12 mL.

A determinacdo dos nutrientes em questdo foi realizada por espectrometria de
absorcéo atbmica (Agilent Technologies, modelo Variam SpectrAA 55B). A fim de garantir o
controle de qualidade das andlises, foi realizada a leitura da solu¢do sem adigcdo de amostra
vegetal, possibilitando identificar possiveis contaminacGes nas solugdes.

A partir das concentragdes encontradas nas amostras, calculou-se a quantidade
acumulada de nutriente e metal pesado nas folhas e raizes das plantas de cada tratamento.

6.3.4 Determinacgéo da densidade de esporos (DE)

Os esporos foram extraidos em 50 cm® do substrato segundo método por peneiramento
umido (GERDEMANN e NICOLSON, 1963) seguido de duas centrifugacdes em agua e
sacarose 50% (JENKINS, 1964).

6.3.5 Avaliacdo da colonizacao micorrizica

O método da intersecdo em placa quadriculada (Gridline Intesect Method) ¢é
frequentemente utilizado para avaliar a colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) em raizes, adaptado por Giovannetti & Mosse (1980) a partir do método descrito por
Newman (1966). Neste método as raizes sdo disposta em uma placa de Petri quadriculada de
Y% polegada desenhado por toda placa e as raizes sdo observadas em microscopio
estereoscopio (Lupa) com aumento minimo de 40x.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.4.1 Efeitos da inoculagdo micorrizica e substancia himica no desenvolvimento vegetal.

No experimento realizado em casa de vegetacdo conduzido durante 65 dias, foi
observado efeito positivo da inoculagdo micorrizica na cultura de arroz. Os parametros de
crescimento vegetal, matéria fresca (MF), matéria seca (MS) e altura da planta foram
estimulados pela inoculagdo micorrizica (Tabela 3 e Tabela 6). A partir do desdobramento de
FMA dentro do nivel de SH, verifica-se que o fungo Glomus sp. promoveu 0 maior
incremento na producdo de matéria fresca e seca.

Tabela 3. Massa da parte aérea fresca (MFPA) e seca (MSPA), e das raizes frescas (MFR) e
secas (MSR) de arroz sob diferentes tratamentos de inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (I-FMA), na presenca (SHCom) e auséncia (SHSem) de substancias humicas.

LEMA MFPA MSPA MFR MSR
) SHCom SHSem SHCom  SHSem SHCom  SHSem SHCom  SHSem
---------------------------------------- g.planta ™ -mm-meememm e
Amel 0,48a > 042b 0,13b = 0,12b 067b = 055c¢c 0,12a = 0,11B
Gfor 0,51a > 044b 0,15a > 0,13b 089a > 0,72b 0,14a = 0,12B
Gsp 051a = 052a 0,15a = 0,14a 085a = 097a 0,16a < 0,21A
Rcla 0,43b = 043b 0,13b = 0,12b 0,71b = 067b 0,12a = 0,11B
TNI 0,44b = 043b 0,13b = 0,12b 0,72b = 0,70b 0,12a = 0,12B
Média 048 > 0,45 0,13 > 0,12 0,77 = 0,72 0,13 = 0,13

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA ndo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
SHCom maior, menor e ndo diferente que média SHSem pelo teste de Scott Knott 5%.

Nas condigdes experimentais deste ensaio ficou evidenciado que o tratamento com
inoculacdo do fungo micorrizico Glomus sp promoveu incremento da matéria fresca e seca da
parte aérea e radicular do arroz cv. BRS Esmeralda, quando comparado ao tratamento
controle. Os demais tratamentos com inoculacdo dos fungos G. formosanum A. mellea e R.
clarus ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao tratamento sem
inoculagdo. No entanto, nos tratamentos de FMA com aplicagdo conjunta de SH, houve
incremento da MFPA com o uso das cepas A. mellea, G. formosanum e Glomus sp, porém no
parametro MSPA apenas as cepas G. formosanum e Glomus sp combinadas com SH tiveram
resultados significativos. Resultados semelhantes foram observados para a MFR, entretanto
para 0 parametro MSR nenhum tratamento de FMA em conjunto com SH diferiu
estatisticamente entre si.

Neste contexto, a cepa Glomus sp mostrou maior interagdo com a cultivar de arroz
BRS Esmeralda. No tratamento de inoculagdo com Glomus sp e adi¢cdo de SH ndo houve
diferenga significativa na producdo de biomassa em relacdo a inoculagdo da mesma cepa sem
adicédo de SH.
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As SHs possuem diversos efeitos benéficos em diferentes culturas, estudo realizado
por Rady e Rehmman, (2016) notaram também aumento significativo no crescimento vegetal
da cultura do tomateiro quando adicionado acido humico.

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados de biomassa de arroz em condigédo
experimental com a presenca de cadmio. A cultivar estudada foi negativamente afetada pela
presenca do metal pesado. A aplicacdo de FMAs na presenca de Cd néo diferiu estatiscamente
nas MFPA, MFR e MSR, somente na MSPA, os tratamentos com Glomus sp e G.
formosanum apresentaram efeito benéfico em condigcdo de presenga de cadmio, 0s mesmos
qguando analisados sem a presenca do metal pesado também apresentaram as maiores médias
de producdo de MSPA, demonstrando resposta benéfica do fungo tanto em condicBes de
presenca ou auséncia de Cd.

Os resultados obtidos corroboram com diversos trabalhos que apontam a redugédo da
biomassa em arroz com o aumento da dosagem Cd*?, tal fato pode ser explicado devido &
toxicidade do Cd poder reduzir o crescimento da planta (YANG, et al. 2016a; YANG, et al.
2016Db).

Tabela 4. Massa da parte aérea fresca (MFPA) e seca (MSPA), e das raizes frescas (MFR) e
secas (MSR) de arroz sob diferentes tratamentos de inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (I-FMA), na presenca (CdCom) e auséncia (CdSem) de cadmio.

LEMA MFPA MSPA MFR MSR
) CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom  CdSem
---------------------------------------- Q. planta ™ -mmemmmmm e

Amel 0,25a < 0,65b 0,07b < 0,18b 0,31a < 0,90d 0,05a < 0,18B
Gfor 0,27a < 068b 008a < 019a 039a < 122b 0,06a < 0,19B
Gsp 0,30a < 0,73a 008a < 021a 046a < 137a 0,09a < 028A
Rcla 0,23a < 0,63b 006b < 018b 032a < 106c 005a < 0,18B
TNI 0,26a < 062b 007b < 0,17b 0,37a < 105c 0,06a < 0,17B
Média 0,26 < 0,66 0,07 < 0,19 037 < 112 0,06 < 0,20

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA ndo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
CdCom maior, menor e ndo diferente que média CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.

Analisando o efeito da SH na cultura do arroz sob estresse por Cd*? (Tabela 5), é
possivel verificar que a presenca de SH ndo apresentou diferenca significativa na producédo de
biomassa, indicando que o tratamento com SH n&o obteve incremento no crescimento vegetal
sob ambiente de estresse, porém em condi¢des adequadas para o desenvolvimento da cultura
foi observado incremento na producéo de biomassa.
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Tabela 5. Massa da parte aérea fresca (MFPA) e seca (MSPA), e das raizes frescas (MFR) e
secas (MSR) de arroz sob tratamentos de presenca e auséncia de substancias humicas (SH) e
cadmio no substrato.

MFPA MSPA MFR MSR
CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom CdSem

SH

SHCom 0,25a < 0,70a 0,07a < 0,20a 0,33a < 121a 0,05a < 0,21A
SHSem 0,28a < 0,62b 0,08a < 0,18b 041a < 103b 0,07a < 0,19A
Média 0,26 < 0,66 0,07 < 0,19 0,37 < 1,12 006 < 0,20

CdCom: presenca de cadmio; CdSem: auséncia de cAdmio; SHCom: presencao de substancias
himicas; SHSem: auséncia de substancias hdmicas. Letras iguais na coluna indicam que as
médias de SH néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam
média CdCom maior, menor e ndo diferente que média CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.

Os resultados de altura da planta (Tabela 6) referente aos tratamentos com inoculacao
micorrizica em conjunto com SH corroboram com os resultados obtidos na produgdo de
biomassa (Tabela 3), demonstrando que o Glomus sp apresenta efeito positivo quando
associado a cultura de arroz. A combinagdo de FMA e SH favoreceu o crescimento da planta
quando utilizado A. mellea, G.formosanum e Glomus sp. Trabalho realizado por Bakry et al.
(2014), encontraram estimulo significativo da combinagdo de FMA e AH na altura das plantas
de linho (Linum usitatissimum L.).

No presente estudo o curto periodo de experimentacdo proporcionou baixa taxa de
colonizacdo micorrizica nas raizes de arroz. Nos tratamentos sem a presenca de SH néo
houve diferenca significativa, no entanto, a combinagdo de SH-Vc com Glomus sp, e R.
clarus resultaram em maior taxa de coloniza¢do quando comparados ao tratamento controle. E
importante observar que o tratamento controle ndo houve presenga de estruturas de
colonizacdo observadas nas raizes colonizadas, indicando a eficiéncia de esterilizacdo do
substrato.

A interacdo positiva verificada neste trabalho entre SH e os FMAs deve-se ao fato de
pequenas concentragdes de compostos organicos presentes em SHs estimularem o
crescimento de hifas intra e extrarradicais de FMA (GRYNDLER et al., 2002),
consequentemente interferem em uma maior taxa de colonizacdo radicular e maior absor¢édo
de nutrientes e agua para as plantas ao explorar maior volume de solo através de sua rede
micelial (CAMEL et al., 1999).

O numero de esporos nos tratamentos com FMA apenas a inoculacdo com R. clarus
diferiu significativamente das demais. A combinagdo SH-FMA resultou no aumento de
esporos encontrados nos substratos inoculados com R. clarus e A. mellea.

Diversos autores apontam a grande eficiéncia do FMA na otimizacgéo da absorcéo de
fosforo em vérias espécies vegetais (RAO & TAK, 2002). Nas condi¢bes experimentais em
que foi conduzido o presente ensaio ndo foi observado eficiéncia da absorcéo de fosforo pelos
inoculantes micorrizicos e nem pela SH, o0 mesmo foi observado no desdobramento de FMA
em contato com cadmio (Tabela 7).
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Tabela 6. Altura, teor de fésforo na parte aérea (T-P-PA), colonizagdo micorrizica e numero
de esporos sob diferentes tratamentos de inocula¢do com fungos micorrizicos arbusculares (I-
FMA), na presenca (SHCom) e auséncia (SHSem) de substancias humicas.

LEMA Altura T-P-PA Colonizagéo* Esporos*
SHCom SHSem SHCom  SHSem SHCom  SHSem SHCom  SHSem
(cm) (9kg™) (%) (n°50mL™)
Amel 238A = 23,1b 051la = 060a 051b = 184a 482b = 191b
Gfor 235A = 222b 055a = 055a 0,00b = 060a 044c = 0,77b
Gsp 246 A< 269a 06la = 057a 2/13a > 0,23a 283c = 3,27b
Rcla 21,7B = 212b 059a = 050a 1,08a = 1,08a 10,54a = 9,112a
TNI 221B = 222b 06la = 057a 0,00b = 000a 018c = 048b
Média 232A = 231A 057A = 056A O066A = 069A 305A= 261A

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
SHCom maior, menor e ndo diferente que média SHSem pelo teste de Scott Knott 5%.
*:valores destransformados por x>-1.

Para o parametro de altura, a cepa Glomus sp foi eficiente em promover o crescimento
da planta, mesmo sob estresse por Cd, diferiu significativamente das demais. Embora muitos
trabalhos apontem a eficiéncia dos FMAs na absorcdo de fosforo em ambientes com baixa
concentracdo de fosforo, o presente ensaio ndo obteve resposta para esta parametro.

A presenca de metal pesado no meio afetou negativamente a colonizacdo de FMAS nas
raizes, porém maior colonizacdo em tratamentos sem Cd, vale ressaltar que embora tenham
apresentado diferenca estatistica, todos os tratamentos apresentaram baixa colonizacéo.

O estresse abiodtico provocado por metal pesado influencia o ciclo bioldgico dos
FMAs, atuam de modo diferenciado nas fases do ciclo bioldgico desses fungos. Esses efeitos
sdo observados na colonizacdo radicular, na esporulacdo micelial (KLAUBERG-FILHO et al.,
2005).

A presenca de esporos em ambientes contaminados por metal pesado demonstram que
0s propagulos ndo desaparecem por completo, sugerindo adaptacdo em ambiente sob estresse
(DEL VAL etal., 1999).
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Tabela 7. Altura, teor de fosforo na parte aérea (T-P-PA), colonizacdo micorrizica das raizes
e numero de esporos sob diferentes tratamentos de inoculagdo com fungos micorrizicos
arbusculares (I-FMA), na presenca (CdCom) e auséncia (CdSem) de cadmio.

LEMA Altura T-P-PA Colonizagéo* Esporos*
CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom  CdSem

(cm) (9 kg™ (%) (n°50mL™)
Amel 142b < 32,7b 06la = 051a 123a = 1,02a 336a = 3,11b
Gfor 13,1b < 32,7b 057a = 052a 060a = 0,00b 1,05b = 0,21c
Gsp 16,1a < 354a 060a = 058a 053a = 169a 264a = 347b
Rcla 120b < 310b 062a = 047a 000a < 254a 6,89a <1321a
TNI 13,1b < 31,2b 065a = 053a 000a = 0,00b 025b = 041c
Média 13,7 < 326 061 > 052 044 = 0,93 250 = 3,16

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
CdCom maior, menor e ndo diferente que media CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.
*:valores destransformados por x>-1.

Na tabela 8, no desdobramento em relacdo ao parametro altura nota-se que a presenca
de SH e Cd reduziram a altura das plantas, mas sem o Cd a SH teve resposta positiva. Os
outros parametros ndo apresentaram diferenca significativa.

Tabela 8. Altura, teor de fosforo na parte aérea (T-P-PA), colonizacdo micorrizica das raizes
e nimero de esporos sob diferentes tratamentos de presenca e auséncia de substancias
hdmicas (SH) e cadmio no substrato.

sy Altura T-P-PA Colonizagédo* Esporos*
CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom  CdSem CdCom  CdSem

(cm) (gkg™) (%) (n° 50mL™)
SHCom 129b < 335a 064a > 051A 025a = 1,13a 205a = 4,18a
SHSem 145a < 31,7b 058a = 053A 064a = 0,74a 298a = 226a

Média 13,7 < 32,6 061 > 0,52 044 = 0,93 250 = 3,16

CdCom: presenca de cadmio; CdSem: auséncia de caddmio; SHCom: presencao de substancias
himicas; SHSem: auséncia de substancias himicas. Letras iguais na coluna indicam que as
médias de SH néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam
média CdCom maior, menor e ndo diferente que média CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.
*:valores destransformados por x>-1.
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Né&o foi observado efeito da inoculacdo micorrizica dentro do nivel de SH no teor de
Cd foliar, porém nas raizes foi observado que sem a presenca de SH os tratamentos com R.
clarus e A. mellea tiveram efeito significativo no incremento do teor de Cd na raiz. O
Tratamento com Glomus sp aumentou o teor de ferro foliar e radicular independentemente da
combinacdo com a SH.

Tabela 9. Teor de cadmio nas folhas (T-Cd-F) e raizes (T-Cd-R) e de ferro nas folhas (T-Fe-
F) e raizes (T-Fe-R) sob diferentes tratamentos de inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (I-FMA), na presenca (SHCom) e auséncia (SHSem) de substancias himicas.

LEMA T-Cd-F T-Cd-R T-Fe-F T-Fe-R
) SHCom SHSem SHCom SHSem SHCom  SHSem SHCom  SHSem
------------------------------------------- LT e —
Amel 11,7a = 8,2a 85a = 109a 340a = 3,18a 6,12b = 5,13b
Gfor 71a = 82a 105a = 91b 264a = 288a 4,17b = 569b
Gsp 80a = 52a 99a = 83b 29a = 249a 1123a =11,39a
Rcla 10,3a = 12,0a 99a = 112a 2,76a = 282a 494b = 5,00b
TNI 8,3a = 69a 91a = 80b 2,76a = 293a 4,99b = 7,03b
Média 91 = 81 96 = 95 290 = 2,86 6,24 = 6,78

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA ndo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
SHCom maior, menor e ndo diferente que média SHSem pelo teste de Scott Knott 5%.

A avaliacdo do teor de Cd nas folhas (Tabela 10) do experimento mostrou que oS
FMAs, em especial R. clarus e A. mellea contribuiram para a translocacdo de Cd para as
folhas. Nas raizes os tratamentos com R. clarus e G. formosanum aumentaram o teor de Cd.
Na avaliacdo do teor de Fe na raiz o tratamento com Glomus sp contribuiu para 0 aumento do
mesmo.
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Tabela 10. Teor de cadmio nas folhas (T-Cd-F) e raizes (T-Cd-R) e de ferro nas folhas (T-Fe-
F) e raizes (T-Fe-R) sob diferentes tratamentos de inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares (I-FMA), na presenca (CdCom) e auséncia (CdSem) de cadmio.

LEMA T-Cd-F T-Cd-R T-Fe-F T-Fe-R
CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom CdSem CdCom  CdSem
------------------------------------------- mg.kg'l---
Amel 19,81a > 0,07a 1842b > 0,13a 353a = 306a 553a = 568Db
Gfor 1522b > 0,09a 20,31a > 0,15a 3,18a > 235a 5,05a = 481lb
Gsp 13,08b > 0,13a 18,05b > 0,16a 3,06a = 233a 7,87a < 14,74a
Rcla 22,26a > 0,09a 2089a > 0,17a 3,19a > 239a 486a = 5,08hb
TNI 1461b > 0,08a 16,86b > 0,17a 3,38a > 2,32a 6,32a = 5,76b
Média 16,96 > 0,10 18,89 > 0,16 327 > 249 590 < 7,12

Amel: Acaulospora mellea; Gfor: Glomus formosanum; Gsp: Glomus sp; Rcla: Rhizophagus
clarus; TNI: testemunha ndo inoculada. Letras iguais na coluna indicam que as médias de I-
FMA néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam média
CdCom maior, menor e ndo diferente que média CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.

Nesse desdobramento ndo houve diferenca significativa no aumento do teor de Cd e Fe na
parte aérea e radicular nos tratamentos com a presenca de SH e Cd.

Tabela 11. Teor de cadmio nas folhas (T-Cd-F) e raizes (T-Cd-R) e de ferro nas folhas (T-Fe-
F) e raizes (T-Fe-R) sob diferentes tratamentos de presenca e auséncia de substancias himicas
(SH) e cadmio no substrato.

SH T-Cd-F T-Cd-R T-Fe-F T-Fe-R
CdCom CdSem CdCom  CdSem CdCom CdSem CdCom  CdSem
-------------------- - L e —
SHCom 17,75a > 0,09a 1899a > 0,15a 33la > 248a 5,74a = 6,73a
SHSem 16,14a > 0,10a 18,78a > 0,16a 3,22a > 250a 6,06a = 752a

Média 1696 > 0,10 1889 > 0,16 327 > 249 5900 < 7,12
CdCom: presenca de cadmio; CdSem: auséncia de cddmio; SHCom: presencao de substancias
hdmicas; SHSem: auséncia de substancias himicas. Letras iguais na coluna indicam que as
médias de SH néo diferem pelo teste de Scott Knott 5%. >, < e =: respectivamente indicam
média CdCom maior, menor e ndo diferente que média CdSem pelo teste de Scott Knott 5%.
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6.5 CONCLUSAO

Os resultados confirmam a hipotese em estudo de que os fungos micorrizicos e as
substancias humicas, tém efeito benéfico sobre o desenvolvimento da cultura de arroz de
sequeiro.

O Glomus sp aplicado isoladamente apresentou efeito positivo nos parametros de
biomassa e altura da planta. A aplicacdo de G. formosanum e Glomus sp com SH tiveram
resultados positivos no aumento de matéria fresca e seca e taxa de colonizagéo micorrizica.

Em ambiente sob estresse abiotico por cadmio o Glomus sp é o inoculante mais
indicado, pois ndo contribui no aumento da absor¢éo de metal pesado
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7 CONCLUSAO GERAL

Embora existam diversos trabalhos que afirmam os efeitos negativos do cadmio na
planta de arroz, € necessario a identificacdo de cultivares tolerantes a este tipo de metal
pesado, assim como, estratégias que mitiguem seus danos.

As biotecnologias como 0s inoculantes micorrizicos e substancias humicas, embora
conhecidas ainda séo pouco utilizadas na agricultura carecendo de mais estudos sobre a
potencializacdo da produtividade agricola.

Concentragdes de 0,05 e 0,1 mM afetaram negativamente o desenvolvimento vegetal
da cv. BRS Esmeralda, sendo 0,025 mM a concentracdo de cadmio méaxima toleravel pela
cultivar.

Os resultados obtidos confirmam a hipotese da interacdo benéfica de FMA e SH-Vc
sob estresse por cadmio, sendo para a cultura de arroz as doses de 40 e 60 mg L™ as que
proporcionou incremento de todos os parametros estudados, tanto da fracdo aérea quanto a
radicular da planta.

Para a cultura de arroz ficou evidente que o Glomus sp melhorou a producdo de
biomassa e a altura da planta, tendo a melhor interacdo com a cultivar de arroz BRS
Esmeralda. A aplicacdo combinada de G. formosanum e Glomus sp com SH tiveram
resultados positivos no aumento de matéria fresca e seca e taxa de coloniza¢do micorrizica.

Em ambiente sob estresse abidtico por cadmio o Glomus sp é o inoculante mais
indicado, pois ndo contribui no aumento da absorcéo de metal pesado.

As interacBes das substancias himicas extraidas de vermicomposto com os fungos
micorrizicos devem ser estudadas com maior profundidade utilizando mais outras espécies de
FMAs e outros cultivos, devendo ser acompanhado até o fim do ciclo da cultura, ja que a
eficiéncia dessa interagcdo pode ser utilizada como uma alternativa para sistemas de produgéo
organica.
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